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A Tese do-Coelho-

Em wm diav indo- e envsolarado; o- coelho- sain de suar
tocaw comv o- notebook e pds-se av trabalhar, bew
concentrado. Pouco-depois, passow por ali v raposo e viw
aquele suculento- coelhinho, tio- distracdo, que chegow av
salivawr. No-entonto, elaw ficow intrigada com ov
atvidade do-coelho-e aproximou-se; curiosa.

R - Coelhinho, o-que vocé estiv fazendo- au tio-
concentrado?

C - Estow redigindo- o minha tese de mestrado- - disse o
coelho- semv tirawr oy olhos do-trabalho-
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suav tese, como-se nada tivesse acontecido:
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RESUMO
Reboredo-Oliveira, Luciana. Caracterizagdo molecular das amostras de Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909), isoladas de Triatoma vitticeps (Stal, 1859) no Estado do Rio de Janeiro. Paginas. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Biologia. Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro. Seropédica, RJ. 2010.

Trypanosoma cruzi o agente etiolégico da doenca de Chagas, apresenta uma consideravel
heterogeneidade entre as populacfes de isolados dentro do ciclo silvestre e doméstico. O alvo deste
estudo é avaliar a diversidade genética de treze isolados de espécimes de Triatoma vitticeps que
foram coletados da localidade de Triunfo, 2° Distrito do Municipio de Santa Maria Madalena (RJ) e
um isolado da localidade de Vista Alegre, Municipio de Concei¢do de Macabu (RJ). Com o uso do
PCR baseado nos genes de mini-exon através dos iniciadores Tcl, Tcll, Z3, Tr e ME, os 14 isolados
apresentaram um perfil de bandas com 150 pb caracteristica de zimodema Il e bandas com uma
menor intensidade com ~ 250pb caracteristica de Tcll, sugerindo a presenca de possiveis
populagbes mistas nesses isolados. A amplificagdo por PCR do gene do RNA ribossomal (24Sa)
através dos iniciadores D71 e D72 resultou em fragmentos de 125pb caracteristicas da linhagem
Tcll para todos os isolados estudados. O clone F30 foi utilizado como um marcador de
caracterizacdo de T. cruzi | e T. cruzi Il, através dos iniciadores F30 F e F30 R utilizando um
protocolo simples que envolve amplificacdo, digestdo e analise em gel de agarose, demonstrando
através da digestdo com as enzimas Rsal e Mspl um padrdo mais caracteristico com o perfil Tcll
e/ou Z3. A amostra SMM1 ndo amplificou fragmentos para o clone F30. Para verificar possiveis
hibridos entre as cepas analisadas foi feito PCR baseado em uma analise de polimorfismos no gene
MSH2, utilizando-se os iniciadores tmuts 30 e tmuts 41. Os produtos de digestdo com a enzima de
restricdo Hhal (Haemophilus haemolyticus), resultaram em fragmentos de 173pb, 207pb e 294pb
para cada isolado, o que indica um padrdo caracteristico para a linhagem Tc Il, demonstrando ent&o,
que ndo ha hibridos entre nossos isolados. Estes resultados evidenciam a diversidade de parasitos
que infectam espécimes de T. vitticeps, enfatizando o habito silvestre desta espécie e a
complexidade epidemioldgica da regido estudada que apresenta possiveis popula¢des mistas. N0ssos
resultados corroboram ainda, com outras descri¢fes da literatura e contribuem para o conhecimento
e registros de alguns perfis adicionais de isolados silvestres de T. cruzi em regides ainda néo
afetadas por esta doenca.

Palavras chave: Biologia molecular, infeccdo natural, Triatomineo
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SUMMARY

Reboredo-Oliveira, Luciana. Molecular characterization of samples of Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909), isolated from Triatoma vitticeps (Stal, 1859) in Rio de Janeiro. Pages. Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Animal). Instituto de Biologia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Serpédica, RJ. 2010.

Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, presents a considerable heterogeneity
among populations of isolates within the sylvatic cycle and domestic. The aim of this study is to
assess the genetic diversity of thirteen isolated from specimens of Triatoma vitticeps were collected
from the locality of Triunfo, 2nd District of Santa Maria Madalena (RJ) and one isolated from the
town of Vista Alegre, the municipality of Conception Macabu (RJ). Using the PCR-based mini-exon
genes using primers Tcl, Tcll, Z3, Tr and ME, the 14 isolates showed a profile of bands with 150 bp
characteristic of zymodeme Il and bands with a lower intensity with ~ 250bp characteristic of Tcll,
suggesting the possible presence of mixed populations of these isolates. PCR amplification of
ribosomal RNA gene (24Sa) using primers D71 and D72 resulted in fragments of 125bp Tcll
characteristics of strain for all isolates studied. Clone F30 was used as a marker for characterization
of T. cruzi I and T. cruzi I, using primers F30 F and F30 R using a simple protocol involving
amplification, digestion and agarose gel analysis, showing by enzyme digestion with Rsal and Mspl
pattern more characteristic to the profile Tcll and or Z3. The sample SMM1 not amplified fragments
for clone F30. To check possible hybrids between the strains analyzed was made based on PCR
analysis of polymorphisms in the MSH2 gene, using primers tmuts 30 and tmuts 41. The products of
digestion with restriction enzyme Hhal (Haemophilus haemolyticus), resulted in fragments of
173bp, 207bp and 294bp for each isolate, indicating a typical pattern for strain Tcll, then
demonstrating that there is no hybrid between our isolates . These results show the diversity of
parasites that infect specimens of T. vitticeps, emphasizing the habit of wild species and the complex
epidemiology of the studied region that gives possible mixed populations. Our results corroborate
with other descriptions of the literature and contribute to the knowledge and records of some

additional profiles of wild strains of T. cruzi in areas not yet affected by this disease.

Key words: Molecular biology, natural infection, triatomines
xii
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1- INTRODUGCAO

1.1 — Doenca de Chagas

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), é um protozoario autéctone do Continente
Americano, causador de uma das mais importantes infec¢des parasitarias na América
Latina devido ao seu impacto em termos econémicos e de saude publica (Dias et al.,
2002). Sua distribuicdo geografica compreende 21 paises desde o sul dos Estados
Unidos até a latitude 43°S no sul da Argentina e Chile (WHO, 1991, 2002).

A infeccdo humana por T. cruzi na América Latina data de 9.000 a.C., conforme
demonstrado por Afderheide et al. (2004), a partir de estudos realizados em mdmias da
regido dos Andes. A passagem do parasito do ciclo enzodtico para o ciclo doméstico
possivelmente foi um processo progressivo, no qual algumas espécies de triatomineos
foram capazes de se adaptar as novas condicGes ecoldgicas e estabelecer um novo ciclo
de transmissao. Os triatomineos sdo conhecidos desde o século XVI, porém acredita-se
que sua adaptacdo aos domicilios é mais recente (Lent e Wygodzinsky, 1979).
Especula-se que o desmatamento provocado pelo homem para fins de desenvolvimento
agricola nos ultimos 300 anos tenha sido um processo central para a adaptacdo de
triatomineos ao domicilio e peridomicilio (Aragdo, 1983; Coura, 2007).

A prevaléncia e a distribuicdo da doenca de Chagas e sua associagdo com a
mortalidade variam em consequéncia do impacto dos programas de controle, da
migrag&o rural e das mudancas nas condi¢des socioecondémicas das comunidades de alto
risco (Moncayo e Ortiz Yanise, 2006). Atualmente, a prevaléncia da doenca de Chagas
é estimada em cerca de 13 milhdes de individuos infectados, com trés milhGes de casos
sintomaticos e uma incidéncia anual estimada de 200 mil novos casos em 15 paises da
América Central e Sul (WHO, 2002).

Em 1991, o pacto dos paises do Cone Sul (Argentina, Brasil, Bolivia, Chile,
Paraguai e Uruguai) visou a eliminac¢do da transmissdo vetorial da doenca de Chagas
nestes paises (Anonymous, 1991). O combate quimico teve por objetivo o controle dos
vetores domiciliados e, em especial, ao Triatoma infestans, com resultados altamente
positivos (Silveira & Resende, 1994; Moncayo, 2003).

A interrupcdo da transmissdo da doenca de Chagas pela via transfusional, no
Uruguai ocorreu em 1997, no Chile em 1999 e no Brasil em 2006 (WHO, 1998b, 1999,
2000; Schmunis, 2007)
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No Brasil, onde T. infestans, T. brasiliensis e o Panstrongylus megistus eram 0s
principais vetores, a prevaléncia da infecgdo por T. cruzi em criangas de sete a 14 anos
de idade caiu 99,8% entre os anos de 1980 e 1999 (Moncayo e Ortiz Yanise, 2006).

O Inquérito Nacional da Soroprevaléncia iniciado em todas as regides do pais e
dirigido ao grupo de faixa etaria entre zero e cinco anos mostrou uma prevaléncia na
ordem de 10™. Uma clara indicacdo que a transmissio, se ocorre, é somente acidental
(Massad, 2007). Com base em dados soroepidemioldgicos e entomolégicos o Brasil
recebeu, em nove de junho de 2006, da Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS),
o Certificado Internacional da Eliminacdo da transmissdo da doenca de Chagas por
Triatoma infestans (Massad, 2007).

Este avango no controle vetorial de T. infestans causou um enorme impacto,
modificando consideravelmente a epidemiologia da doenca, no que diz respeito a sua
incidéncia e forma de transmissdo (Coura et al., 2007). Na tltima década a transmissao
de T. cruzi através da via oral tem crescido em frequéncia e nimero de casos em Vvarias
regides brasileiras, especialmente na regido norte do pais, onde centenas de casos de
doenca de Chagas aguda tém sido relatados (Pinto et al., 2004; Aguilar et al., 2007). Em
2005, um surto de doenca de Chagas aguda ocorreu na localidade de Navegantes, Santa
Catarina, por transmissao oral, devido a ingestdo de caldo de cana contaminado com T.
cruzi (Steindel et al., 2008). Em lgarapé da Fortaleza no Amapa, a secretaria de
vigilancia em saude (SVS) informou a ocorréncia de transmissdo oral da doenca de
Chagas em 2005. No Ceara, na cidade de Redencéo, ocorreu caso agudo de doenca de
Chagas devido a transmissdo oral (alimento desconhecido), em marco de 2006. Em
Macaubas, Bahia, em maio de 2006, caso agudo devido possivelmente a ingestdo de
refresco. Ainda na Bahia, na localidade de Ibipitanga, em outubro de 2006, ocorreu caso
agudo da doenca de Chagas devido a ingestdo de caldo de cana (SVS/MS).

Por outro lado, casos autdctones, que até recentemente vinham sendo detectados
de maneira esporadica na regido AmazOnica, tém aumentado gradativamente nos
ultimos anos (Coura et al.,, 2007). Recentemente, casos fatais de miocardiopatia
chagasica cronica autoctone tém sido reportados no Rio Negro, estado do Amazonas
(Albajar et al., 2003; Xavier et al., 2006).

Em vérias regides do pais, antes endémicas para T. infestans, verificou-se que
algumas espécies de triatomineos silvestres, até entdo de importancia secundaria na
transmissao de T. cruzi, tém apresentado um comportamento de ocupagdo de ecotopos

que era usado anteriormente por T. infestans, o que pode significar uma expansao



Introducéo

geografica da endemia em médio e longo prazo (Silveira e Resende, 1994). Espécies de
triatomineos praticamente desconhecidas podem exercer um papel importante em
situacdes particulares, como foi o caso do Triatoma tibiamaculata no surto da doenca
de Chagas aguda em Santa Catarina ocorrido em 2005 (Steindel et al., 2008).

A transfusdo sanguinea constitui 0 segundo mecanismo de importancia
epidemioldgica na transmissdo da doenca de Chagas onde a alta prevaléncia se estabelece nas
grandes cidades (Rohwedder, 1969, Schmunis, 1985). Outras formas de transmissao
possiveis sdo a transmissdo materno-infantil, por via transplacentaria, pelo leite materno e
pelo coito (Bittencourt, 1976; Bittencount, 1984; Bittencourt et al., 1985).

A doenca de Chagas no homem apresenta um curso bastante variado (WHO,2002).
Em virtude desta grande variabilidade clinica e epidemioldgica, tem sido sugerido que
fatores genéticos e imunoldgicos dos pacientes influenciam na evolucéo clinica da doenca.
Por outro lado, acredita-se que caracteristicas genéticas da populacdo de parasitos
envolvidos, também tenham um papel importante no desenvolvimento das formas clinicas
(Macedo & Pena, 1998).

Na transmissdo vetorial de T.cruzi, o ciclo de maior importancia epidemioldgica é o
domeéstico, pois perpetua a infeccdo em seres humanos (Garcia et al., 2005). O ciclo
domestico é resultante do contato entre 0 homem, animais domeésticos e o vetor, envolvendo
a colonizagdo de ecotopos artificiais pelos triatomineos. Normalmente, essa colonizacdo é
resultante de modificacbes sociais e ecoldgicas no meio ambiente, provocadas pelo proprio
homem. Neste ciclo, o parasitismo pode causar importantes danos aos hospedeiros
vertebrados, com alto grau de morbidade e mortalidade nas pessoas infectadas (Dias, 2000).

O ciclo silvestre de T. cruzi envolve a interacdo de vetores e hospedeiros silvestres
em ecdtopos naturais do continente americano. No ambito silvestre, tem-se registrado mais
de 100 espécies de pequenos mamiferos infectados naturalmente com T. cruzi, uma relacédo
aparentemente muito antiga, que proporciona real equilibrio entre hospede e hospedeiro, sem
dano para nenhuma espécie (Barreto, 1979). A maior importancia é dada aos reservatorios
capazes de aproximar-se dos seres humanos, especialmente alguns marsupiais (gambas, em
geral) e ratos. Esses animais ndo sO trazem o parasito para o peridomicilio do homem, na
procura de alimento e abrigo, como também ajudam na dispersdo dos triatomineos. Os
animais silvestres citados como reservatérios naturais para T. cruzi sdo: 0S marsupiais
(gambas, marmotas e cuicas), os desdentados (tatus), os roedores (ratos e cobaias silvestres),
0s carnivoros (gatos, cachorros do mato, pequenas raposas etc.), os primatas (varios tipos de

macacos), quiropteros (morcego) e os lagomorfos (coelhos e lebres) (Dias, 2000). Os
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marsupiais sdo classicamente considerados como 0s mais importantes reservatorios silvestres
de T. cruzi, sendo os primeiros que podem representar o grupo de ligacdo entre os ciclos
silvestre e doméstico do parasito (Deane et al., 1984; Fernandes et al., 1999).

1.2 - Os vetores

Os hospedeiros invertebrados e vetores de T. cruzi sdo insetos pertencentes a
Ordem Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae.
Todos os triatomineos sdo obrigatoriamente hemat6fagos. A maioria das espécies ocorre
nas Américas, com excecdo do género Linshcosteus na india e de T. rubrofasciata que
esta distribuido em todas as regibes tropicais. Estudos filogenéticos sugerem que a
subfamilia Triatominae evoluiu independentemente nas Américas, ap6s a separacdo dos
continentes (Schofield 1988, Schofield e Dolling 1993; Schofield, 2001).

A familia Reduviidae é bastante antiga, registros fdsseis sugerem que seus
ancestrais sdo hemipteros fitéfagos do periodo Permiano/Tridssico (~230 ma). A
adaptacdo a hematofagia € um processo relativamente recente que ocorreu
gradativamente. A hip6tese mais provavel é que a hematofagia obrigatéria tenha
derivado de habitos predadores seguidos de hematofagia facultativa (Schofield 1988,
Schofield e Dolling 1993; Schofield, 2001).

O Novo Mundo é o centro de diversidade dos triatomineos e, provavelmente,
também o centro de origem. O tempo de divergéncia entre Triatomini e Rhodinii foi
estimado em aproximadamente 48.9-64.4 mya, no terciario, quando a América do Sul
comegou a se separar da Antartica e Australia (Tartarotti & Sommaruga 2006) . A atual
distribuicdo geografica das espécies de triatomineos corrobora esta hip6tese, uma vez
que a distribuicdo de espécies e complexos esta relacionada a geografia moderna do
continente americano apdés o Pleistoceno. As excecGes a esta distribuicdo sdo R.
prolixus, T. infestans e T. rubrofasciata, que sofreram intervencdo humana, e T.
maculata (Venezuela) e T. pseudomaculata (nordeste do Brasil) associados a aves
migratorias (Schofield, 1988; Schofield e Dujardin, 1999; Schofield, 2000).

Os triatomineos sdo divididos em seis tribos com 15 géneros: Triatomini
(Triatoma, Meccus, Dipetalogaster, Mepraia, Eratyrus, Panstrongylus, Hermanlentia,
Paratriatoma), Rhodiini (Rhodnius, Psammolestes), Cavernicolini (Cavernicola,

Torrealbaia), Bolboderini (Bolbodera, Belminus, Parabelminus, Microtriatoma) e
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Alberprosenini (Alberprosenia). O grupo € formado por cerca de 140 espécies, 105 no
Novo Mundo, sendo a maior parte distribuida nas Ameéricas e associadas a ciclos
enzodticos. As teorias atuais sugerem uma origem polifilética para Triatominae. As
tribos Rhodniini, Cavernicolini, Bolboderini, Linshcosteini e Alberproseniini séo
monofiléticas e Triatomini é polifilética (Tartarotti & Sommaruga 2006, Schofield &
Galvdo, 2009).

Triatomineos do género Triatoma e Panstrongylus sdo encontrados
predominantemente associados a habitats terrestres como rochas, abrigos de animais e
ocos de arvores. Algumas espécies de Panstrongylus sdo encontradas também em
habitats arbdreos (Gaunt e Miles 2000). O género Panstrongylus compreende 14
espécies amplamente distribuidas em todas as Américas com registros do México até a
Argentina, algumas delas com grande importancia epidemiolégica como vetores da
doenca de Chagas.

No Brasil, a colonizacdo de habitacGes por triatomineos humanas ocorreu em
areas de Caatinga e Cerrado. Na Mata Atlantica ndo existem espécies adaptadas ao
ambiente doméstico. No entanto, casos autdctones de doenca de Chagas tém sido
atribuidos a transmissdo por adultos de T. vitticeps, que invadem casas vindos de areas
remanescentes de floresta, encontrados em ninhos de marsupiais com altas taxas de
infeccdo por T. cruzi (dos Santos et al., 2005).

Um aspecto muito importante da histéria evolutiva do T. cruzi é a associacdo de
populacdes (linhagens) com géneros e espécies de triatomineos, e seus respectivos
ecotopos e nichos ecologicos. A tribo Cavernicolini é a mais divergente e esta
fortemente associada com morcegos. As espécies do género Rhodnius estdo associadas
com palmeiras. O género Panstrongylus é predominantemente encontrado em tocas de
animais e ocos de arvores, ja 0 género Triatoma é terrestre e esta associado com habitats
rochosos e tocas de roedores. Algumas espécies de Triatoma podem ser encontradas
exclusivamente em ocos de arvores e/ou ninhos de passaros (T. maculata, T. platensis,
T. delpontei), outras exibem uma clara preferéncia por rochas ou cavernas. Algumas
espécies podem exibir uma relagdo estreita com um ecétopo (R. brethesi com a palmeira
Leopoldina piassaba) engquanto outras apresentam uma gama de ec6topos (P. megistus e
T. dimidiata). S&o raras as especies de triatomineos encontradas em arvores, apenas T.
infestans e T. sordida, cujas populacdes vivem em regiGes de altitude onde habitam
rochas, quando estdo na regido de varzea vivem em arvores (Dujardin et al., 2000;
Gaunt e Miles 2000; Noireau et al., 2000).
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1.3 - Triatoma vitticeps

Stal (1859), quando descreveu a espécie Conorhinus vitticeps, hoje T. vitticeps
(Figura 1), determinou como localidade tipo Rio de Janeiro, ficando, esta informacéo
incompleta por ndo definir se tratava-se da cidade ou do Estado. Apds este achado, Neiva
(1914) registrou a ocorréncia de T. vitticeps em Conceicdo de Macabu, naquela época,
distrito do Municipio de Macaé, hoje Municipio de Conceicdo de Macabu. Devido a precisdo
das informacdes, Lent (1942) sugeriu que esta fosse considerada como localidade tipo de T.
vitticeps . Posteriormente, Pinto (1931 apud Lent 1942) assinalou a presenca da espécie em
Magé e Lent (1942) em Nova Friburgo, na localidade de Secretario, do municipio de
Petropolis e no Distrito Federal, aquela época a cidade do Rio de Janeiro. No Estado de
Minas Gerais, foi encontrada pela primeira vez por Martins et al. (1940) e no Estado do
Espirito Santo segundo citado por Lent (1942).

Atualmente, a distribuicdo geografica de T. vitticeps abrange os Estados da Bahia,
Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Goncalves, 2000).

Quanto a presenca de infeccdo natural por T. cruzi, o primeiro registro foi feito por
Neiva (1914), em um espécime de T. vitticeps procedentes de Concei¢do de Macabu.
Entretanto, experimentalmente, 0 mesmo autor ndo conseguiu comprovar a competéncia
vetorial da espécie em relacdo a T. cruzi.

Zeleddn (1974) e Barreto (1976) classificaram T. vitticeps como uma espécie
totalmente silvestre, embora o segundo autor relate a sua penetracdo no ecotopo artificial,
originando pequenas coldnias.

Taxas de infec¢do por formas semelhantes a T. cruzi foram avaliados em espécimes
capturados no domicilio: 4%, por Santos et al. (1969) em Alfredo Chaves (ES); 25.2%,
Silveira et al. (1983) em Cachoeiro do Itaperimim Guarapari (ES); 35.2%, Ferreira et al.
(1986) em 12 municipios do Estado do Rio de Janeiro; 64.70%, Sessa e Carias (1986) em 19
municipios do Estado do Espirito Santo e 70.2% e 51.8%, respectivamente para fémeas e
machos, por Dias et al. (1989) (ES). Apesar da elevada taxa de infeccdo deste inseto e da sua
frequente invaséo ao domicilio humano em determinadas localidades, as chances de haver
transmissdo aos humanos sdo remotas, em virtude da lentiddo apresentada por T. vitticeps
para defecar (Dias, 1955; Diotaiuti et al., 1987; Gongalves et al., 1988).
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Estudos concernentes a biologia de T. vitticeps em condicdes de laboratério (Dias,
1955; Heitzmann-Fontenelle, 1980; Silva, 1985; Gongalves et al., 1989) e a susceptibilidade
a infeccdo por T. cruzi visando o emprego deste triatomineo no xenodiagnostico (Neves et
al., 1972; Perlowagora-Szumlewicz et al., 1990), contribuiram para o melhor conhecimento
da espécie. Os resultados dessas observacdes sugeriram que T. vitticeps seria uma espécie
que ndo representaria grandes preocupagdes sob o ponto de vista epidemiolégico. Entretanto,
é importante a manutencdo da vigilancia epidemiol6gica, uma vez que espécimes vém

invadindo com frequéncia o domicilio e com elevada taxa de infeccéo por T. cruzi.

1cm

Créditos: Genilton Vieira

Figura 1: Triatoma vitticeps.
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1.4 — O Parasito: Trypanosoma cruzi

E um parasito hemoflagelado pertencente a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, possuindo uma estrutura denominada cinetoplasto, que corresponde a uma
condensacdo de DNA localizado dentro da mitocondria Unica. Por pertencer a secdo
Stercoraria dentro do género Trypanosoma, apresenta um desenvolvimento no intestino do
inseto vetor que culmina com a liberagdo de formas infectivas pelas fezes (Hoare, 1972). O
T. cruzi apresenta um ciclo evolutivo complexo incluindo formas evolutivas distintas
(amastigota, tripomastigota e epimastigota).

Em condigdes naturais, formas infectantes do parasito sdo transmitidas pelos vetores
através do contato com as fezes e/ou urina contaminada, com a pele e mucosa do hospedeiro
vertebrado. Quando um triatomineo deposita estes excretas na pele lesada ou mucosa sé do
hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas penetram ativamente em
células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SMF). Estas formas se transformam em
amastigotas, se multiplicam intensamente por divisdo binaria, rompem a célula e caem na
corrente sanguinea sob a forma tripomastigota a qual penetra em células vizinhas ou em
outras distantes, como células musculares e nervosas. Dentro destas novas células, se
transformam novamente em amastigota e continuam o ciclo. Durante o habito alimentar do
inseto no hospedeiro humano, as formas tripomastigotas que estéo circulando no sangue, séo
ingeridas e no intestino do hospedeiro invertebrado se transformam em epimastigotas. Ao
migrarem para a por¢do posterior do intestino do inseto, as formas epimastigotas sofrem
mataciclogénese e originam novamente os tripomastigotas metaciclicos (Figura 2) (Buscaglia
& Di Noia, 2003).
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Figura 2: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. (Modificado de: TDR/Wellcome

Trust. Acesso em:1/02/2006 .www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm.

1.5 - Caracteriza¢do Molecular do Trypanosoma cruzi

1.5.1 - Genomado T. cruzi

Como ocorre nos eucariontes, T. cruzi possui dois genomas distintos, situados em
dois compartimentos celulares bem definidos: o nucleo e a mitocéndria. Nos
tripanossomatideos, a mitocondria apresenta caracteristicas peculiares, albergando uma rede
complexa de moléculas circulares de DNA denominada de cinetoplasto ou KDNA (Borst et
al., 1982).

Uma caracteristica interessante do T. cruzi é o fato do tamanho do genoma variar
extensivamente entre cepas e clones da mesma cepa (Henriksson et al., 1996).

A analise da cinética de renaturacdo de DNA de T. cruzi mostrou que
aproximadamente 9-14% do DNA total do parasito € composto por sequéncias altamente
repetitivas (Requena et al., 1996).

O kDNA é composto por dois tipos de moléculas circulares que diferem em tamanho
e funcdo denominadas de minicirculo e maxicirculo (Shapiro & Englund, 1995). Os
minicirculos possuem cerca de 1.400 pb e estdo presentes em 10.000 a 20.000 cépias por
células. Apresentam 4 regides de 120 a 160 pb de seqiiéncia bastante conservada entre si e as

regides variaveis tém cerca de 280 a 320 pb (Degrave et al., 1988; Sturm et al., 1989), estas
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sequéncias presentes nos minicirculos ndo codificam peptideos. As sequéncias variaveis sao
transcritas gerando pequenos RNAs denominados RNAs guia (JRNAs), moléculas que estéo
envolvidas no processo de editoragdo dos RNAm das enzimas mitocondriais. Neste processo,
a maioria dos transcritos dos genes provenientes dos maxicirculos sé podem ser traduzidos
em proteinas apos a adicdo ou delecao de residuos de uridina (Stuart et al., 1997; Hajduk et
al., 1997).

O sequenciamento completo do genoma de T.cruzi, juntamente com o0 de outros
tripanossomatideos foi concluido em 2005, porém ainda nédo foi possivel realizar a montagem
completa devido ao grande numero de sequéncias repetitivas (Berriman et al., 2005; EI-
Sayed et al., 2005a e 2005b). O clone escolhido para o sequenciamento foi CL Brener, em
funcdo de sua caracterizacdo experimental estar bem estabelecida, ter sido isolado de
Triatoma infestans, um vetor domiciliado; por ser infectivo para camundongos; por ter um
miotropismo evidente, verificando lesdes inflamatérias no miocardio e no musculo
esquelético e liso das paredes internas com o acometimento dos plexos miontéricos e lesdes
neuronais; por mostrar uma fase aguda claramente definida em humanos infectados e
finalmente, por ser susceptivel a drogas usadas no tratamento clinico da doenca de Chagas.
Este clone parece ser geneticamente estavel, no que diz respeito ao comportamento de uma
série de caracteres fenotipicos e genotipicos (isoenzimas, esquizodema, RAPD e impressdo
digital de DNA) (Zingales et al., 1997).

De acordo com os dados do sequenciamento, T.cruzi € um organismo dipléide cujo
genoma compreende cerca de 60 Mb com aproximadamente 12.000 genes (El-Sayed et al.,
2005a). Também foi demonstrado que pelo menos 50% do genoma do parasito é constituido
de sequéncias repetitivas consistindo principalmente de familias génicas de proteinas de
superficie, retrotransposons e repeticGes subteloméricas. A maior das familias génicas
codifica proteinas de superficie como membros da superfamilia da trans-sialidases, mucinas,
proteinas associadas a mucina (MASP) e a glicoproteina de superficie gp 63. Todas estas
proteinas sdo T. cruzi-especificas e representam 18% do total de genes codificantes de
proteina no genoma do parasito. Inimeras classes de moléculas sinalizadoras estdo ausentes
em tripanossomatideos, incluindo receptores de serpentina, proteinas heterotriméricas G,
dominios de interacdo SH2 e SH3 e fatores de regulacéo transcricional. Ainda dentro deste
contexto, foram identificadas 167 proteina cinases distintas (EI-Sayed et al., 2005).

Os membros da superfamilia das trans-sialidases, mucinas, proteinas associadas a

mucina (MASP) e a glicoproteina de superficie gp 63 estdo envolvidos nos processos de
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adesdo e invasdo das celulas do hospedeiro mamifero, viruléncia e evasao do sistema imune
do hospedeiro (Frasch,1994).

1.5.2 - Diversidade Genética em T. cruzi

T. cruzi é um parasito heterogéneo, cujas cepas sdo constituidas por diferentes
sub-populagbes ou clones que circulam na natureza entre triatomineos vetores,
mamiferos silvestres e domesticos, incluindo o homem. A necessidade de adaptagéo e
sobrevivéncia em diferentes hospedeiros parece ser responsavel pela grande diversidade
genética do parasito (Silveira, 2000). A heterogeneidade de cepas de T. cruzi tem sido
demonstrada  utilizando-se  diferentes  marcadores:  morfolégico,  biol6gico,
suscetibilidade aos quimioterapicos, imunoldgico, bioguimico e molecular (Brener,
1977; Krettli et al., 1979; Miles et al., 1980; Schlemper Jr et al., 1983 e 1986; Filardi e
Brener, 1987; Steindel et al., 1993 e 1995; Zingales et al., 1998).

Avancos consideraveis tém sido realizados para entender a composi¢do genética
do T. cruzi e o processo que envolve o controle da expressdo génica do parasito.
Marcadores genéticos moleculares do T. cruzi tém sido usados para correlacionar
diferentes cepas com suas distintas propriedades bioldgicas, manifestacGes clinicas e
caracteristicas epidemioldgicas (Moncayo e Ortiz Yanise, 2006).

A aplicacdo de modernas metodologias no estudo e na caracterizacdo de cepas
de T. cruzi permitiu avancos significativos no conhecimento da biologia e
epidemiologia deste parasito. A eletroforese de enzimas foi uma das primeiras técnicas
moleculares utilizadas na tipagem de cepas de T. cruzi (Toyé, 1974; Miles et al., 1977).
Inicialmente, o estudo de isoenzimas revelou uma grande heterogeneidade genética do
parasito e permitiu o agrupamento de cepas em diferentes zimodemas (Miles et al.,
1977, 1978 e 1980). A caracterizagdo de amostras brasileiras mostrou a existéncia de
trés diferentes grupos de cepas, denominados zimodemas 1 (Z1), 2 (Z2) e 3 (Z3). Os
zimodemas 1 e 3 foram observados em marsupiais e triatimineos silvestres e em casos
humanos agudos, caracterizando o ciclo silvestre de transmissdo. O Zimodema 2
observado em mamiferos domésticos e humanos caracterizou o ciclo doméstico (Miles
etal., 1977, 1978, 1980 e 1981; Devera et al., 2003). Embora altamente informativos do
ponto de vista epidemiologico, 0s grupos isoenzimaticos ndo mostraram correlagdo com
as caracteristicas clinicas da doenca no homem (Miles et al., 1977, 1978 e 1980;

Romanha, 1982). A comparagdo dos zimodemas descritos por Romanha (1979) e
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Romanha et al. (1982), com aqueles descritos por Miles et al. (1977 e 1978), mostrou
grande similaridade entre os zimodemas ZA e Z2. Os demais zimodemas foram
distintos entre si. Desta forma, admite-se que, no Brasil, o T. cruzi esteja distribuido em
pelo menos seis grupos isoenzimaticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD.

Estudos posteriores de 15 loci génicos de 121 cepas isoladas de diferentes
hospedeiros e regides geograficas da América do Sul através de isoenzimas revelaram
uma elevada heterogeneidade do taxon T. cruzi (Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc
1995). Com esses dados 0s pesquisadores concluiram que a estrutura da populacao do T.
cruzi é clonal e que a variabilidade genética encontrada é o resultado da evolucgéo
independente de linhagens clonais (Tibayrenc et al., 1986, 1995).Além disso, a presenca
do fendtipo heterozigoto em varios loci estudados reforgou a hipétese de diploidiaem T.
cruzi. Embora a possibilidade de reproducéo sexual em T. cruzi tenha sido discutida por
diferentes autores Morel et al. (1986), Thompson e Lymbery (1990), Tibayrenc (1995,
2003), Gaunt et al., (2003), estudos de isolados do parasito obtidos de diferentes regides
geogréficas suportam uma estrutura de reproducéo clonal.

Adicionalmente, a variabilidade genética em T. cruzi tem sido demonstrada por
diferentes técnicas moleculares, como a analise dos perfis de DNA de cinetoplasto
(kDNA), clivado com diferentes endonucleases de restricdo (esquizodemas) (Morel et
al., 1980; Avila et al., 1988), DNA “fingerprinting” (Macedo et al., 1992); a
amplificacdo de fragmentos de DNA através da PCR utilizando-se iniciadores com
sequéncias nucleotidicas aleatérias (RAPD) (Steindel et al., 1993; Tibayrenc et al.,
1993), gene do Mini-Exon, DNAr (Fernandes et al., 1998; Souto et al., 1996) e
microssatélites (Oliveira et al., 1998), entre outras, tém sido utilizadas.

Baseado na sequéncia de genes de RNA ribossomal 24Sa. e o Mini-Exon, 0 T.
cruzi pode ser dividido em dois grupos bem definidos que coincidem com a dicotomia
revelada por isoenzimas (Miles et al., 1977, 1980; Souto e Zingales, 1993; Souto et al.,
1996; Fernandes et al., 1998; Devera et ali., 2003).

Para padronizar a nomeclatura, duas principais linhagens foram adotadas em
1999 em uma reunido realizada durante o Simposio Internacional Comemorativo dos 90
anos da descoberta da doenga de Chagas, no Rio de Janeiro: T. cruzi | e T. cruzi Il.
Cepas hibridas e pertencentes ao zimodema Z3 ndo puderam ser classificadas como T.
cruzi | e Il. Ficou estabelecido que estas cepas seriam identificadas como T. cruzi, sem

qualquer denominagdo (Anonymous, 1999).
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T. cruzi | é predominantemente observado em mamiferos silvestres e
triatomineos e T. cruzi I é geralmente encontrado em humanos (Fernandes et al., 1998;
Zingales et al., 1998; Yeo et al., 2005). Fernandes et al., (1999) revelaram a presenca de
ambos os grupos no ciclo silvestre do parasito, ilustrando a complexidade do ciclo
natural do parasito. Estes achados tém ajudado a entender como o ciclo silvestre e o
doméstico sdo conectados e, portanto, esta nova classificacdo do T. cruzi pode ser
importante para a definicdo de padrfes ecoepidemioldgicos da doenca de Chagas
(Devera et al., 2003).

As cepas hibridas incluem: uma populacdo que apresenta ambos os alelos para o
locus D7 DNAr 24Sa (grupo 1/2 — Souto et al., 1996), cepas do clone 39 (Tibayrenc,
1995), cepas pertencentes ao zimodema Z3 (Fernandes et al., 1998, 1999a) e cepas
mostrando discrepantes alelos para diferentes loci D7 tipo 2 e Mini-Exon tipo 1 (Souto
etal., 1996).

p
Zimodemal ™ |inhagem2 = TCI TCIIa ™ Z3B

TC IIb

Zimodema 2 —p Lmhaqeml —» TC II < TC IIc —» Z3A

TC IId
Zimodema 3
\ TC IIe
Miles efal, 1978 Souto efal, 1996 Anonymous 1999 Brisse ef af 2000 Mendonga ef af, 2002

Estudos tém sido realizados para classificar as cepas hibridas em T. cruzi | ou T.
cruzi Il, mas, dependendo do marcador usado, a cepa hibrida parece estar mais
relacionada com uma ou outra linhagem (Macedo et al., 2004). Estudos da cepa D7
grupo ¥z (Souto et al., 1996) através de RAPD e do Mini-Exon mostram que estas cepas
estdo mais proximas geneticamente do T. cruzi Il do que do T. cruzi | (Macedo et al.,
2004). Entretanto a sequéncia de analise dos alelos dessas cepas hibridas junto com T.

cruzi | e T. cruzi Il depende do algoritmo usado (Briones et al., 1999; Kawashita et al.,
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2001). Para melhor acomodar as cepas hibridas dentro do T. cruzi Il, Brisse et al.
(2000b, 2001) propos a subdivisdo desta linhagem em cinco subgrupos (lla, I1b, llc, Iid
e lle). Entretanto, esta estratégia ndo levou em conta o fato de que, dependendo da
caracteristica analisada, as cepas hibridas sdo mais relacionadas com T. cruzi | ou até
diferentes de ambas as linhagens (Souto et al., 1996; Briones et al., 1999; Machado e
Ayala, 2001, 2002; Augusto-Pinto et al., 2003). Uma alternativa, seria denominar estas
cepas hibridas de linhagem T. cruzi Il (Machado e Ayala, 2001, 2002; Augusto-Pinto
et al., 2003).

Os mecanismos envolvidos na elevada variabilidade do tdxon sdo objeto de
discussédo. Estudos recentes utilizando clones de T. cruzi transfectados contendo o gene
de resisténcia a higromicina e a neomicina mostraram que a troca de material genético
com formacao de hibridos ocorreu durante o ciclo de reproducdo intracelular em células
Vero (Gaunt et al., 2003). E possivel que a troca de material genético possa também
ocorrer durante a passagem do parasito no hospedeiro invertebrado. Segundo Gaunt et
al. (2003), além da recombinagdo genética cléssica, outros mecanismos como
aneuploidia e perda de alelos podem contribuir para a variabilidade genética observada
entre populacgdes naturais de T. cruzi.

O método RDA (Representational Difference Analysis) foi utilizado por Toma
et al. (2007) para encontrar novos marcadores moleculares para discriminar oS grupos
filogenéticos de T. cruzi | e Il. Os clones (F#30 e Y#22) obtidos com esta técnica
reconheceram especificamente isolados da Amazoénia (T. cruzi I) e do Piaui (T. cruzi II).
Estes segmentos genéticos correspondem a uma proteina hipotética (F#30) e a uma
trans-sialidase (Y#22). A analise da sequiéncia F#30 em amostras de T. cruzi I, T. cruzi
Il e zimodemas 3 mostrou que diferencas especificas muito pequenas distinguem cada
grupo. Além disso, o gene F#30 mostrou grande potencial como marcador para deteccédo

de cepas hibridas.

1.5.3 - Heterogeneidade do T.cruzi: Zimodema 111

Em 1977, Miles e colaboradores, utilizando a mobilidade eletroforética de 6 enzimas,
caracterizaram grupos de T. cruzi de ciclos silvestres e domésticos transmitidos por
diferentes vetores provenientes da cidade de S&o Felipe, Bahia. Um grupo de cepas, nomeado
de Z1, foi principalmente encontrado em gamba e em espécies de triatomineos silvestres. Um

segundo grupo de isolados, provenientes de casos agudos e cronicos da doenca de Chagas,
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Amazonia brasileira e triatomineos domiciliados, foi identificado como Z2. Posteriormente,
Miles e colaboradores (1978), compararam os zimodemas encontrados em Sao Felipe com os
seis primeiros casos da fase aguda da doenca de Chagas encontrados na Amazonia brasileira,
Brasil. Os dados mostraram que dois dos seis casos do Amazonas associaram-se com o Z1
encontrado em S&o Felipe. Vale ressaltar, que ndo havia sido reportada a presenca de
isolados humanos neste zimodema. Os outros quatro casos (todos encontrados na mesma
casa) mostraram um novo padrdo de isoenzimas, caracterizados como ZIIl. Posteriores
caracterizacdes, de mais 60 isolados de T. cruzi de mamiferos e vetores silvestres,
demonstraram seus agrupamentos no ZI. Por sua vez, o ZIll seria ocasionalmente encontrado
em ciclos enzodticos que se limitam a regido Amazdnica. Assim, 0s autores concluiram que
0s trés grupos de T. cruzi encontrados podem infectar o homem no Brasil, todos os trés
zimodemas podem causar a forma aguda da doenca de Chagas e apenas o ZII causaria a
sindrome cronica da doenca de Chagas no estado da Bahia (Miles et al., 1978). Em uma
caracterizagdo mais extensiva de isolados de T. cruzi do Brasil, com um ndmero superior a
18 enzimas, mostrou-se uma maior complexidade e heterogeneidade nos trés zimodemas
propostos (Miles et al.,1980). Estudos baseado no perfil de 24 isoenzimas sugerem que ZIlI
esteja mais perto de T.cruzi | do que T.cruzi Il (Ready & Miles, 1980).

Miles e colaboradores, (1981) analisando isolados de T.cruzi de mamiferos e
triatomineos silvestres de individuos com doenca de Chagas, observaram um predominio
absoluto do T.cruzi | e ZIlI silvestres na Amazonia brasileira, com registros também na Bahia
(Barrett et al., 1980), Venezuela (Miles et al., 1981), Colémbia (Saraiva et al. 1987) e USA
(Brisse et al., 2000). O Zimodema Il demonstra ser raro, com uma distribuigdo larga, mas
esporddica ( Miles & Cibulskis 1986), tendo sido isolado em poucas espécies de
triatomineos: P.geniculatus, Rhodnius robustus e R.brethesi. A descri¢cdo dos isolados de
ZIll em humanos é esporadica e os estoques obtidos sdo de pacientes na fase aguda da
doenca de Chagas (Miles & Cibulskis, 1986).

Através de estudos filogenéticos baseados no perfil de RFLP-ITS-rDNA (Restriction
Fragment Lengh Polymorphis) com isolados de ZIIl da Amaz6nia brasileira, demonstrou-se
uma clara dicotomia entre isolados deste grupo que permitiu dividi-lo em dois subgrupos
denominados ZIIl A e ZIII B, em que a distancia genética mostrou um baixo nivel de
heterogeneidade (Figura 3, Mendonca et al., 2002). As cepas foram tipadas amplificando a
regido intergénica do gene de mini-exon por PCR multiplex que distinguiu o ZIlI do T.cruzi

I, T.cruzi Il e T.rangeli (Fernandes et. al, 2001).
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Figura 3: Dendograma filogenético gerado ap6s a analise do RFLP ITS-rDNA (4 enzimas
distintas) de isolados de Z Il da regido Amazdnica, onde a cepa 3663 esta alocada como
ZI11-A e 4167 como ZI11-B.

Brisse e colaboradores (2000a), analisando 50 isolados de T.cruzi por MLEE (Multi
Locus Enzyme Electrophoresis) (22 diferentes loci génicos) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (20 iniciadores aleatorios), mostraram que isolados podiam ser agrupados
em 2 grupos bem definidos, o primeiro grupo pertencente ao T.cruzi | e o segundo
subdividido em 5 subgrupos 2a - 2e. No subgrupo 2a estava incluido o isolado CANIII (Z111);
no subgrupo 2b o isolado Esmeraldo (ZI1); no subgrupo 2c os isolados M6421 e M5631 (ZIII
com locus ASAT com perfil de ZI); no subgrupo 2d o ZII boliviano e no subgrupo 2e, a cepa
CL Brener. Para uniformizar a nomenclatura proposta pelo comité, os autores propuseram a
designacédo de linhagens | e lla-lle. T. cruzi | corresponderia a ZI; T.cruzi llb-e a ZIl e
T.cruzi lla a ZIll, sugerindo que ZIII estaria mais proximo de T.cruzi Il. Os mesmos autores
(Brisse et al., 2000b) desenvolveram um método de identificacdo baseado na PCR utilizando
iniciadores especificos a partir dos fragmentos obtidos do perfil de RAPD, que discriminam
0s seis grupos de T.cruzi.

Com o objetivo de achar uma correspondéncia entre as linhagens encontradas por
Souto e colaboradores (1996) usando os marcadores RNA ribossomal 24Sa, gene de mini-
exon e RAPD que definiram T.cruzi | e Il e o perfil de MLEE e RAPD (Brisse et al.,
2000a,b), Brisse e colaboradores (2001) utilizaram todos os marcadores em conjunto
associados ao riboprinting proposto por Stothard e colaboradores (1998) para caracterizar 50

isolados, confirmando assim os seis grupos (T.cruzi I, T.cruzi lla-1le).
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Analises baseadas em riboprinting, permitiu a construcdo de uma matriz onde um
grupo continha isolados ZI e outro ZIl e um ZIII; os outros isolados ZIIl permaneram
intermedidrios entre esses dois grupos (Stothard et al.,1998).

Recentemente, Branddo & Fernandes (2006) procurando uma nova evidéncia desta
divergéncia entre T.cruzi estudaram a regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) do gene da
calmudulina. Este gene é essencial, pois modula o metabolismo de calcio em varias
atividades celulares (Hoelfling & Ilkura, 2002). Foram observadas varias mutacdes
localizadas no segmento de 330pb da 3’UTR dos quais trés eventos de insercao/eliminacao
eram importantes: a presenca do dinucleotideo AG em isolados de ZIII, a auséncia de 13
bases purinas em ZIIl e cinco grupamentos de GT em T.cruzi Il. Essas mutagdes em 3'UTR
do gene da calmudulina levantam a possibilidade de que T.cruzi | e o ZIIl estejam
compartilhando vias funcionais comuns se comparados com os isolados de T.cruzi Il
(Brandao & Fernandes, 2006).

A posicao de ZIIl em relagdo aos grupos T.cruzi | e 1l continua controversa. Alguns
autores consideram que ZII1 esta mais perto filogeneticamente do T.cruzi | do que do T.cruzi
Il (Miles et al., 1981; Fernandes et al. 1998b; Branddo & Fernandes, 2006). Enquanto outros
autores sugerem que ZIII esteja mais perto filogeneticamente do T.cruzi Il (Barnabé et al.,
2000; Brisse et al., 2000; Machado & Ayala, 2001; Toma, 2005).

A estrutura populacional de T. cruzi esta distante de ser completamente entendida.
Embora a existéncia de dois grupos seja bem aceita, incertezas sobre a existéncia ou ndo de
um terceiro grupo ancestral tém sido levantadas (Pedroso et al., 2003; Brisse et al., 2003;
Sturm et al., 2003). Baseado em dados de microsatélite - multidimensional scaling plot
(MDS) e analises por RFLP do gene mitocondrial COIl (citocromo oxidase subunidade 1)
foi demonstrado que todas as cepas agrupadas no grupo B e BH (ZIIl e as cepas hibridas,
respectivamente) pertenciam ao mesmo grupo mitocondrial B (Freitas et al., 2006). Neste
artigo foi demonstrado que o grupo mitocondrial B é uma terceira divisdo filogenética de T.
cruzi, distinto de T. cruzi | (grupo mitocondrial A) e T. cruzi Il (grupo mitocondrial C).
Baseado nesses resultados, foi proposto um cenério para a evolucdo das populacGes de T.
cruzi, onde no passado existiram trés grupos ancestrais (MDS cluster A, C, e B - Figura 4). E
interessante observar que esta proposta combina com a sugestdo inicial feita por Miles e
colaboradores (Miles et al., 1978) h& quase 30 anos com base em estudos de isoenzimas.
Provavelmente, T. cruzi Il e T. cruzi Il tiveram nichos ecoldgicos sobrepostos e, assim, as

condicBes necessarias para hibridizacdo (Freitas et al., 2006)
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Figura 4: Diagrama que representa 0 modelo proposto da evolucdo de cepas de

Trypanosoma cruzi (Freitas et al., 2006).

1.5.4 - Historia evolutiva do T. cruzi

Diferentes hipdteses foram também formuladas a fim de explicar a evolucédo
intraespecifica de T. cruzi. Os estudos iniciais baseados em zimodemas sugeriram uma
associacdo de TCI e Didelphis, enquanto a linhagem TCII estaria associada com
animais terrestres (Miles et al., 1981a; Povoa et al., 1984; Gaunt e Miles, 2000).
Diversos estudos sugerem que a linhagem TCI é nativa da América do Sul e estad
associada com marsupiais desde o final do Cretaceo (65 MYA), quando esse continente
era uma ilha (Miles et al., 1981a; Briones et al., 1999; Kawashita et al., 2001; Gaunt e
Miles, 2000). De acordo com alguns autores, as linhagens TCIl e TCIl devem ter
divergido quando uma populagéo ancestral de T. cruzi (TCI) parasita de um marsupial
passou a infectar xenartros (mais antigos placentarios da América do Sul) e que isso
pode ter ocorrido quando esses animais eram 0s Unicos na América do Sul (Gaunt e
Miles, 2000).

Outra hipotese sugere que a linhagem Tcll teria surgido no Plioceno (5 MYA),
apos a conexdo com a America do Norte e a introducdo de mamiferos placentarios na

Americas Central e do Sul, ou no Oligoceno (38 MYA) em associacdo com roedores e
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primatas (Briones et al., 1999; Kawashita et al.; 2001). Estudos recentes sugerem que 0s
primatas neotropicais, que provavelmente entraram nas Américas vindos da Africa,
estdo naturalmente associados com Tcl na Amazonia e Mata Atlantica. Os casos de
macacos infectados com TCIl podem ter sido acidentais, causados pela infeccdo em
cativeiro de micos ledo-dourado que foram re-introduzidos na Mata Atlantica (Yeo et
al., 2005; Lisboa et al., 2006). Os caviomorfos aparentemente chegaram as Américas na
mesma época que 0Ss primatas e sdo, provavelmente, 0s mais antigos roedores
hospedeiros de T. cruzi. Porém, também esses animais tém sido associados com Tcl e
somente quando capturados no peridomicilio de regido endémica da Doenca de Chagas
foram encontrados infectados por Tcll (Herrera et al., 2004). Isolados silvestres de T.
cruzi dos USA (tatu, gamba e guaxinim) foram tipados como Tcl ou Z3, mas nunca
como Tcllb (Brisse et al., 2001; Barnabé et al., 2001; Roellig et al., 2008a).

Além da associacdo preferencial com mamiferos, os ecétopos dos triatomineos
vetores e a associa¢do destes com determinados mamiferos foram empregados a fim de
sugerir historias evolutivas para as linhagens de T. cruzi. O principal hospedeiro
silvestre de Tcl é o gamba Didelphis marsupialis que habita os ec6topos arboreo e
terrestre. Essa linhagem é transmitida por Rhodnius spp., que habitam somente ecotopos
arbéreos, especialmente palmeiras. Apesar de associado preferencialmente a Didelphis,
Tcl tem sido descrito em outras espécies de marsupiais, roedores, primatas (Miles et al.,
1981; Povoa et al., 1984; Lisboa et al., 2004; 2006). Tcllb, Tclic e TCIld estdo
associadas a Triatoma infestans, que tem habito terrestre, e ao ambiente doméstico
(homem e animais domeésticos e do peridomicilo). Z3 foi associado com triatomineos do
género Panstrongylus (que habitam buracos e fendas de rochas) e principalmente com
tatus, mas também foi encontrado em didelfideos do género Monodelphis, todos animais
de habitos terrestres (Barrett et al., 1980; Miles et al., 1981; Gaunt e Miles, 2000; Yeo
et al., 2005).

A associacdo de T. cruzi e marsupiais parecer se bastante antiga, anterior a
separagdo da Antartica e Australia (~65 ma) (Stevens & Gibson 1999; 2001), indicando
gue esse parasita ja infectava marsupiais nas Américas muito antes do aparecimento dos
hemipteros vetores. Estudos realizados por Deane et al. (1984) fornecem uma possivel
explicagdo para esse cenario, demonstrando a existéncia de um ciclo equivalente ao que
ocorre no vetor nas glandulas anais de gambéas (D. marsupialis). Estudos posteriores

também demonstraram a presenca de T. cruzi nas glandulas anais de D. marsupialis e D.
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albiventris naturalmente infectados (Steindel e Pinto, 1988; Fernandes et al., 1989,
1991).

Esses dados levaram a hipotese da existéncia de tripanossomatideos ancestrais
associados com didelfideos existentes no supercontinente sul hd cerca de 65 ma
(Stevens et al., 1999, 2001).

Com a separacdo da América do Sul e Antéartica (~40 ma) e as dispersdo dos
didelfideos, esses tripanossomatideos podem ter sido transmitidos diretamente entre o0s
gambaés através da secrecao da glandula anal. No Pleistoceno (2,5 ma) os gambas, tatus,
roedores cricetideos e aves sdo comuns em toda a América do Sul, e os ninhos e abrigos
destes animais devem ter sido atrativos para uma diversidade de reduvideos predadores,
que se tornaram hemat6fagos facultativos e, posteriormente, obrigatérios (triatomineos),
que foram responsaveis pela propagacdao dos tripanossomas a novos hospedeiros. Nas
aves o T. cruzi ndo sobrevive devido a lise mediada pelo complemento (Kierszenbaum
et al., 1976), mas em roedores, tatis e morcegos sobrevive e sofreu pressdes seletivas

que levaram ao aparecimento das diversas linhagens de T. cruzi.

1.6 - Genes, sequiéncias e metodologias empregadas na analise de polimorfismo

1.6.1 - Gene ribossdémico

Sequéncias do gene ribossomico tém sido amplamente utilizadas para inferir
relacfes filogenéticas entre os tripanossomatideos e entre estes e representantes de
outras familias da ordem Kinetoplastida e filo Euglenozoa.

Os genes nucleares de rDNA dos tripanossomatideos possuem uma estrutura
complexa e caracteristica, com um dos mais complexos padrdes de moléculas maduras
de RNA. A estrutura do DNA ribossémico (rDNA) compreende uma unidade de
repeticdo composta por unidades de transcricdo (cistrons ribossdémicos) e espacadores
intergénicos (IGS), que se repetem "in tandem" mais de 100 vezes no genoma. Estes
genes sdo processados em uma Unica unidade de transcri¢do, o pré-rRNA, seguido por
diversas etapas de processamento originando trés moléculas de RNA maduros: 18S
(SSU ou subunidade menor), 5.85 e 24S (LSU ou subunidade maior). Nos

tripanossomatideos, a sequéncia da subunidade 24S € interrompida por um espacador
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interno, gerando duas moléculas, 24Sa e 24SP. As regides transcritas ndo conservadas
do pré-rRNA correpondem aos espacadores transcritos internos (ITS) e externo (ETS).
As unidades de transcricdo dos genes ribossomicos sdo alternadas por uma regido
espacadora, espacador intergénico (IGS), com tamanho e sequéncia altamente variaveis
(Sogin et al., 1986; Hernandez et al., 1990; Dietrich et al, 1990) (Figura 5).

ITS
.._...--;,—_:-.:':'-==="""“"%‘"’3-'.'5:9:-::
=R B BT
5.85 51 52 56 54

Figura 5: Representacdo esquematica do cistron ribossémico.

Os genes de rDNA tém se revelado bons marcadores para inferéncias de
relacionamentos filogenéticos porque estdo distribuidos universalmente e sao
funcionalmente equivalentes em todos os organismos conhecidos (Sogin et al., 1986). A
presenca de diversas regibes, transcritas ou ndo, que exibem diferentes graus de
variabilidade, acarretam um alto grau de polimorfismo dos cistrons ribossémicos e, por
este motivo, tém se revelado excelente como ferramenta na identificacdo e em estudos
filogenéticos dos tripanossomatideos. Sequéncias da subunidade menor, SSU, tém sido
as mais utilizadas devido a diversas caracteristicas, tais como o tamanho, a facilidade de
obtencdo (amplificagdo por PCR) e a presenca de regides variaveis flanqueadas por
regibes conservadas que permitem alinhamentos altamente confidveis. A subunidade
SSU dos genes de rDNA de tripanossomatideos possui oito regides universalmente
conservadas (U1-U8) e nove regides varidveis (V1-V9) (Hernandez et al., 1990).
Sequiéncias de SSU rDNA de diversas espécies e isolados do género Trypanosoma estéo
disponiveis em bancos, permitindo inferir o relacionamento de novas espécies,
linhagens e isolados com as ja estudadas.

Os espacadores IGS sdo altamente variaveis comparadas com ITS que, por sua
vez, sdo muito mais variaveis do que as regides SSU e LSU. Analises de polimorfismo
de sequéncias ribossdmicas tém sido utilizadas na identificacdo e genotipagem de
linhagens de T. cruzi. O primeiro marcador padronizado foi baseado na regido 24Sa da
LSU, utilizado como alvo para um método de PCR que distingue as linhagens T. cruzi |
e T. cruzi Il (Souto et al., 1996). Outro ensaio utilizou os genes SSU e LSU rRNA,
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juntamente com o gene de mini-exon na distin¢do das 6 linhagens de T. cruzi (Brisse et
al., 2001). O método baseado no gene 24S LSU foi padronizado para PCR em tempo
real  utilizado na identificacdo de linhagens de T. cruzi diretamente em tecidos de
pacientes cronicamente infectados com formas gastrointestinal e cardiaca da doenca de
Chagas (Freitas et al., 2005).

O gene ITS do rDNA é composto por trés regides, 1TS1, 5.8S (que é altamente
conservado) e ITS2. Os espacadores ITS1 e ITS2 diferem inter e intra-especificamente,
sendo excelentes para analises de organismos filogeneticamente préximos, assim como
alvos para diagndéstico e como marcadores taxonémicos. Analises comparativas de ITS
rDNA revelaram variabilidade inter e intraespecifica em Leishmania e Endotrypanum
(Cupolillo et al., 1995, 2000), T. cruzi (Mendonca et al., 2002), T. rangeli (Maia da
Silva et al., 2004b), T. theileri (Rodrigues et al., 2006), espécies de tripanossomas
Africanos (Desquenes et al., 2001; Njiru et al., 2005; Cortez et al., 2006; Rodrigues et
al., 2008) e tripanossomas de anuros (Ferreira et al., 2007). Linhagens de T. cruzi
também foram diferenciadas com andlises de polimorfismo de restricdo e de sequiéncias
de ITS rDNA, que permitiu distinguir TCI, TCII, e diferenciar Z3 em Z3A e Z3B
(Mendonca et al., 2002; Cuervo et al., 2002; Santos et al., 2002).

1.6.2 - Gene de mini-exon

Os genes de mini-exon ou “spliced leader” (SL) participam do mecanismo pos-
transcricional denominado “trans-splicing” responsavel pelo processamento que resulta
na adicdo de sequéncias de 39 nucleotideos, denominadas “spliced-leader” ou mini-
exon, na extremidade 5’ de todos os MRNAs maduros dos Kinetoplastida (Agabian,
1990).

Devido a sua organizagdo composta por regides com diferentes graus de
conservagdo 0s genes de mini-exon tém sido utilizados com finalidades taxondmicas e
para diagnostico. Cada unidade de repeticdo do gene SL pode ser dividida basicamente
em trés partes: um exon altamente conservado de 39 nucleotideos; um intron de 50-100
nucleotideos moderadamente conservado, e uma regido intergénica espagadora que
apresenta variacfes de tamanho e de sequiéncia entre espécies de tripanossomatideos e
linhagens de tripanossomas (Figura 6). Existem cerca de 200 coOpias do gene SL
repetidas “in tandem” no genoma dos tripanossomatideos que sdo, assim, um bom alvo

para diagnostico (Agabian, 1990; Donelson e Zeng, 1990; Davis, 1996).
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Figura 6: Representagdo esquematica da unidade de repeti¢do do gene “Spliced leader”

A comparacéo de sequéncias do gene SL de diversos tripanossomatideos revelou
regides com diferentes graus de conservagdo entre géneros e espécies. Entretanto, essas
sequéncias sdo Uteis apenas para inferir graus de relacionamento genético entre espécies
muito relacionadas, para analise de variabilidade genética e como alvo para diagnostico
de tripanossomatideos, uma vez que sdo muito varidveis para permitir alinhamentos
confidveis entre organismos de espécies diferentes (Fernandes et al.,1998; Serrano et
al., 1999b; Gibson et al., 2000; Ventura et al., 2001; Maia da Silva et al., 2007).

A identificacdo de linhagens de T. cruzi (genotipagem) utilizando métodos de
PCR baseados em seqliéncias do gene de mini-exon tem sido amplamente utilizada
(Souto et al., 1996; Fernandes et al., 1998a, b; Fernandes et al., 1999; Brisse et al.,
2001). A utilizacdo de métodos de PCR para genotipagem baseados nos genes de mini-
exon e ribossémicos possibilitou a segregacao de T. cruzi em duas grandes linhagens: T.
cruzi | e T. cruzi Il (Souto et al., 1996). Posteriormente, 0 método baseado em mini-
exon foi modificado (novos primers) tornando possivel a identificacdo da linhagem Z3,
além de TCI e TCII (Fernandes et al., 1998), e ainda foi possivel segregar isolados de T.
rangeli com esta metodologia (Fernandes et al., 2001).

Recentemente, o polimorfismo de sequéncias da regido do espagador do gene de
SL propiciou a segregacdo dos isolados de T. cruzi genotipados como TCI em trés
grupos, de acordo com origem geografica e hospedeiro de origem (O Connor et al.,
2007). Com base nessa mesma regido, isolados de diversas regides da Colémbia foram

separados em quatro haplotipos (Herrera et al., 2007).
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1.6.3 - Genes mitocondriais

O DNA mitocondrial nos tripanossomatideos é denominado de DNA do
cinetoplasto (KDNA) e representa ~20-25% do DNA celular total. Os maxicirculos
correspondem ao DNA mitocondrial dos eucariotos, codificando as proteinas
necessarias para a atividade mitocondrial. Os minicirculos codificam as moléculas de
RNAs-guias utilizadas na edi¢do de transcritos de maxicirculos (Simpson et al., 1987).
Os maxicirculos de T. cruzi possuem cerca de 22 kb (Figura 7) (Westenberger et al.,
2006).

A taxa de evolucdo do DNA mitocondrial ndo é homogénea entre 0s seus
diferentes genes. Alguns genes acumulam muta¢des mais rapidamente, dentre os quais
podemos citar os genes codificadores das subunidades da NADH desidrogenase,
citocromo ¢ oxidase e dos RNAs transportadores, enquanto os genes de citocromo b
estdo entre os mais conservados. A auséncia de recombinacdo e sua alta taxa de
evolugéo, heterogénea entre seus genes, fazem com que o DNA mitocondrial seja um
excelente marcador para taxonomia e estudos filogenéticos (Meyer, 1993).

O gene citocromo b (Cyb) (~1080 pb) codifica uma proteina transportadora de
elétrons (ferro-protoporfirina) presente em uma UGnica coépia por maxicirculo
(Westenberger et al., 2006). Um estudo baseado na regido 5’ ndo-editada desse gene
permitiu separar T. rangeli das espécies do subgénero Schizotrypanum (T. cruzi, T.c.
marinkellei e T. dionisii), confirmou a monofilia de T. cruzi e T. c¢. marinkellei e

segregou os isolados de T. c. marinkellei em dois grupos (Barnabé et al., 2003).
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Figura 7: Representacdo esquematica do maxicirculo de kDNA com o gene de
citocromo b (Cyb) em destaque.
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Andlises conjuntas de genes nucleares e um gene mitocondrial (citocromo
oxidase Il) revelaram filogenias incongruentes. Poréem, as topologias demonstraram a
existéncia de hibridos e geraram hipoteses sobre eventos de trocas geneticas. Esse
estudo sugeriu baseado em divergéncias de seqiiéncias que a separacdo das principais
linhagens de T. cruzi ocorreu durante o0 Mioceno-Plioceno (3-16 ma) (Machado e Ayala,
2001). A utilizagdo de seqliéncias do gene Cyb e do promotor rRNA de isolados de T.
cruzi das 6 linhagens também resultou em filogenias incongruentes. As sequéncias de
CYb e rRNA foram agrupadas em trés e quatro linhagens, respectivamente (Brisse et
al., 2003).

A comparacdo de seqiiéncias de trés genes mitocondriais, Cyb, citocromo
oxidase Il e NADH desidrogenase, permitiu separar os isolados de T. cruzi em trés
grupos TCI, TCIl e TCIII. Esse ultimo grupo compreende os isolados da linhagem
TCllIc (Freitas et al., 2006). Andalises de genes nucleares e mitocondriais (COIl and
ND1) também demonstraram trocas genéticas entre linhagens divergentes de TCII,
assim como polimorfismo da linhagem TCI entre isolados da América do Sul.
Entretanto, trocas geneticas ndo foram observadas entre populacbes de TCI das
Américas Central e do Sul (Iwagami et al., 2007). Isolados chilenos de T. cruzi foram
incluidos junto com outros isolados Americanos em filogenias baseadas em sequiéncias
de Cyb que diferenciaram Figura 6. Representacdo esquematica do maxicirculo de
kDNA com o gene de citocromo b (Cyb) em destaque. isolados de TCI, revelando um
genotipo ainda ndo descrito, associado com roedores caviomorfos e designado DTU Ib
(Spotorno et al., 2008).

O estudo comparativo através de microarray de isolados de T. cruzi humanos
assintomaticos ou com forma cardiaca revelou transcritos expressos diferencialmente
entre esses dois grupos de isolados, principalmente o do gene ND7 (NADH
dehydrogenase subunit 7). A presenca de uma delecdo nesse gene permitiu padronizar
um PCR para o diagnostico diferencial de cepas de T. cruzi (Baptista et al., 2006). A
comparacao de sequencias completas de maxicirculos das cepas CL Brener e Esmeraldo
revelou genes dispostos na mesma ordem que T. brucei e L. tarentolae. Esse estudo
revelou a existéncia de seqiiéncias, em regides ndo codificadoras, espécie e cepa-
especificas, com potencial para utilizaggo como marcadores taxonémicos
(Westenberger et al., 2006).
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1.6.4 - DNA do cinetoplasto — KDNA

Os tripanossomatideos apresentam uma Unica mitocondria que contém uma
regido rica em DNA (KkDNA) denominada cinetoplasto. O kDNA consiste de moléculas
dupla-fita circulares, cada organismo contendo de 5.000-10.000 minicirculos e 40-50
maxicirculos, concatenados em uma Unica rede (Simpson, 1987; Stuart e Feagin, 1992).
Os minicirculos dos tripanossomatideos sdo extremamente heterogéneos no tamanho e
na sequéncia, exceto pela presenca de uma regido conservada composta por trés blocos
(CSBsl, 2 e 3). O bloco CSB-3 consiste de uma regido de 12 nucleotideos, praticamente
invariavel nos tripanossomatideos (“Universal minicircle sequence”), que corresponde a
origem de replicagdo dos minicirculos, e T. cruzi possui 4 cépias (Degrave et al., 1988).
Interespecificamente  0os  minicirculos diferem em tamanho e sequéncia.
Intraespecificamente, estas moléculas diferem na seqiiéncia, mas sdo homogéneas em
tamanho e sempre hibridizam cruzadamente.

Os padrdes de digestdo de KDNA por endonucleases de restricdo (esquizodemas)
sdo caracteristicos de espécies, subespécies, cepas e clones de tripanossomatideos
(Morel e Simpson, 1980; Morel et al., 1980). Devido ao grande numero de copias
(~10% e ao polimorfismo entre espécies e isolados, minicirculos de kDNA so
excelentes alvos para diagndstico por PCR.

Os padrdes de digestdo de minicirculos de KDNA por enzimas de restricdo
(esquizodemas) séo caracteristicos de isolados de T. cruzi (Morel et al., 1986; Torres et
al., 2004). Amplificacdo por PCR de minicirculos de KDNA resulta nos métodos de
diagnosticos mais sensiveis para T. cruzi (Sturm et al., 1989; Avila et al., 1990, 1993;
Wincker et al., 1994; Junqueira et al., 1996; Gomes et al., 1999; Rozas et al., 2005;
Burgos et al., 2005; Zulantay et al., 2007; Silva Manoel-Caetano et al., 2008; Brito et
al., 2008).

A homogeneidade de tamanho destas moléculas entre isolados de T. cruzi
facilita o diagndstico (Wincker et al., 1994; Jungueira et al., 1996; Gomes et al., 1999;
Lane et al., 2003; Virreira et al., 2003; Elias et al., 2003; Junqueira et al., 2005), além
de permitir separar esta espécie de T. rangeli (Vallejo et al., 1999).

A técnica de PCR baseada em seqiéncias de KDNA em baixa estringéncia com
um unico “primer” (“low stringency single specific primer LSSP-PCR”) é muito
sensivel na deteccdo de polimorfismos. Diversos isolados analisados com essa técnica

revelaram altos graus de polimorfismo intraespecificos, inclusive entre isolados TCI de
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uma mesma regido geografica (Brito et al., 2008; Salazar et al., 2006). Anélise de
polimorfismo de restricdo de uma DNA empregada na comparacdo de isolados de casos
congénitos revelou padrbes idénticos para isolados das maes e filhos (Burgos et al.,
2007).

1.6.5 - Gene MSH?2

Um estudo recente realizado por Augusto-Pinto e colaboradores (2001)
demonstrou que a espécie T. cruzi pode ser dividida em trés haplogrupos distintos
denominados A, B e C, baseado em uma analise de polimorfismos no gene MSH2 de
diversas cepas desse parasita (Augusto-Pinto et al., 2001). Foi verificado posteriormente
que as cepas dos haplogrupos B e C apresentam uma menor eficiéncia de reparo de
erros de pareamento (MMR) se comparado com cepas do haplogrupo A, apés
tratamento com cisplatina e hidréxido de hidrogénio (Augusto-Pinto et al, 2003).

Esses resultados propuseram que a menor eficiéncia de MMR dos haplogrupos B
e C poderia estar associada a uma maior geracdo de variabilidade genética nessas cepas.
Dessa maneira foi feita uma analise de variabilidade genética tomando como alvo o
gene que codifica o antigeno de T. cruzi denominado TcAg48, presente em um grande
namero de copias no genoma desse parasita.

A digestdo do produto de amplificacdo de uma regido desse gene com a enzima
de restricdo Hhal (Haemophilus haemolyticus) permitiu o agrupamento 35 cepas de T.
cruzi nos mesmos haplogrupos ja descritos pela analise do MSH2. Foi verificada ainda
uma maior variabilidade genética desse antigeno nas cepas pertencentes aos
haplogrupos B e C, que apresentaram um MMR menos eficiente. Algumas das cepas do
haplogrupo B possuem um padrdo de digestdo com caracteristicas tanto de cepas do

haplogrupo B quanto de C, indicando um caréter hibrido.

1.6.6 — Clone F30

Estudos recentes sugerem que o T. cruzi Il poderia ser subdividido em 5

subgrupos sendo o subgrupo lle aquele que apresenta caracteristicas hibridas (grupo I1b
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e llc). A presenca de cepas hibridas vem sendo questionada e durante o seqiienciamento
do genoma do parasita foi observada a caracteristica hibrida da cepa CL Brener
utilizada como protétipo. Utilizando-se a metodologia da Andlise da Representacdo
Diferencial, foi obtido o clone F30 diferencialmente presente em T. cruzi | que apos o
sequenciamento mostrou similaridade acima de 90% com 2 sequéncias para a proteina
hipotética em CL Brener. A presenca de duas seqliéncias para a mesma proteina, sugere
o cardter hibrido do T. cruzi e torna essa sequéncia um potencial marcador de
populacdes. Toma et al., (dados ainda ndo publicados) com o objetivo de padronizar um
protocolo facil e rapido de identificacdo de populacgdes hibridas associando amplificacao
e digestdo com endonucleases de restrigdo, sintetizaram iniciadores para amplificar a
regido do clone F30 de cerca de 500 pb em amostras de DNAs gendmicos de 10 cepas
T. cruzi I, 11 cepas T. cruzi Il e 9 cepas zimodema 3 (previamente caracterizados pelo
marcador de gene de mini-exon) que em seguida foram digeridos com diferentes
endonucleases de restricdo. A quantidade minima de DNA detectavel na amplificacéo
foi de 100 pg. Foram testadas varias endonucleases de restricdo e aquelas que
mostraram poder discriminatério foram: Rsal e EcoRI digeriram as cepas T. cruzi | em
dois fragmentos (200 e 300 pb) mas ndo digeriram as cepas T. cruzi Il e zimodema 3, e
a endonuclease Mspl digeriu as cepas T. cruzi Il e zimodema 3, gerando 2 fragmentos
(400 pb e 100 pb) mas néo digeriu as cepas T. cruzi I.

A estratégia ndo permitiu a identificacdo de cepas hibridas mas revelou que o
clone F30 pode ser utilizado como um marcador de caracterizacdo de T. cruzi | e T.
cruzi Il utilizando um protocolo simples que envolve amplificacdo, digestdo e andlise

em gel de agarose.
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2 —REVISAO DE LITERATURA

T. cruzi € constituido por populagdes heterogéneas contendo um grande nimero
de clones naturais, que circulam nos ambientes domésticos e silvestres entre seres
humanos, reservatorios e vetores. Tais populacBes sdo complexas e apresentam
variacBes intra-especificas demonstradas em niveis bioldgicos, bioquimico,
imunolégico e genético (Devera et al., 2003). Essa grande variabilidade bioldgica e
genética encontrada nessa espécie pode ser explicada pelos multiplos contatos entre os
vetores e reservatorios nas areas endémicas, 0s quais propiciariam as infeccbes com
mais de uma populagdo do T. cruzi, com distintas propriedades bioldgicas entre si, e
coexistiriam dentro de um mesmo hospedeiro, sem recombinacdo entre eles,
constituindo as cepas/populacdes monoclonais ou multiclonais (Tibayrenc & Ayala
1991).

As diversas manifestagdes clinicas observadas na doenca de Chagas passam por
periodos ou fases, algumas relacionadas ao hospedeiro como a resposta imune, e outras
inerentes ao parasito que apresenta distintas caracteristicas evidenciadas pela
diversidade de cepas isoladas dos mais diferentes hospedeiros (Martins et al., 2003).

O estudo da diversidade bioldgica do T. cruzi realizada experimentalmente em
camundongos demonstrou diferencas significativas entre parametros como a morfologia
das formas sanguinea, viruléncia e patogenicidade, tropismo tecidual e biodemas do
parasito que demonstraram que ha cepas de alta e baixa viruléncia com elevado poder
de patogenicidade (Andrade 1974 e Andrade et al., 1985). Em 1997 Andrade e
Magalhdes agruparam as cepas de T. cruzi em trés biodemas (I, Il e Ill) com base em
critérios relacionados a picos de parasitemia, taxas de mortalidade, predominio de
formas largas ou delgadas, tropismo tecidual e comportamento histopatolégico. O
biodema tipo I inclui as cepas que se multiplicam rapidamente, apresentam elevada
parasitemia com predominio de formas delgadas e macrofagotropismo com a
mortalidade ocorrendo entre 0 7° e 12° dias ap6s-infeccdo; no tipo Il estdo as cepas de
multiplicacdo lenta, picos irregulares de parasitemia entre o 12° e 22° dias apos a
infeccdo, com alta mortalidade; o tipo Il inclui aquelas de multiplicagéo lenta, mas com
picos tardios de parasitemia, entre 0 20° e 0 30° dias apés a infeccdo, com predominio
de formas largas e tropismo para musculatura esquelética.

Outras pesquisas realizadas com o objetivo de diferenciar as cepas do T. cruzi se

basearam na utilizacdo da diferenciacdo dos perfis eletroforéticos de isoenzimas que
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agruparam as populagdes do T. cruzi em trés zimodemas principais, denominados Z1,
Z2 e Z3 (Miles et al., 1977) e ZA, ZB, ZC, ZD (Romanha 1982; Carneiro et al., 1990).

Os zimodemas Z2 e ZA séo equivalentes sendo, portanto, encontrados no Brasil
seis principais zimodemas correspondentes ao Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD. Destes,
0 Z2 estaria associado ao ciclo doméstico, enquanto o Z1 e o Z3 seriam encontrados
principalmente em animais e vetores do ciclo silvestre e em pacientes infectados pelo T.
cruzi na fase aguda (Miles et al., 1980; Barret et al., 1980) Tibayrenc et al., 1986
analisando um nimero maior de locus, com 15 marcadores enzimaticos e cepas do T.
cruzi procedentes de diversos paises, identificaram 43 zimodemas. Tibayrenc em 1995
sugeriu a existéncia de duas grandes linhagens filogenéticas, altamente heterogéneas,
que diferem em vaérias caracteristicas bioldgicas. Estudos demonstram que uma dessas
linhagens esta relacionada com as populagcfes encontradas em seres humanos e pode ser
subdividida em cinco subgrupos distintos com caracteristicas geogréaficas e ecoldgicas
bem definidas (Brisse et al., 2000, 2001).

O DNA nuclear do T. cruzi tem um contetudo que varia de 87 a 200 Mb e é
composto por seqiiéncias que codificam proteinas, outras que codificam &cidos
ribonucléicos (RNAS) e sequéncias repetitivas (x 44%) do genoma nuclear (Castro et
al., 1981), seu tamanho varia de poucos pares de nucleotideos até mais de 5 mil pares de
bases (Requena et al., 1996). Estas seqiiéncias podem estar agrupadas ou dispersas no
genoma, muitas delas, como os micro e mini-satélites, os genes de rRNAs e RNA de
sequéncia lider, estdo organizadas em repeticGes dispostas uma ap0s a outra de maneira
regular e periddica denominadas de repeticbes em tandem (Sloof et al., 1983).

O DNA satélite foi a primeira sequéncia repetitiva e caracterizada no genoma do
T. cruzi com copias em tandem em varios cromossomos (Gonzalez et al., 1984). Os
microssatélites, pequenas sequiéncias de DNA em tandem, apresentam elevado grau de
polimorfismo sendo utilizados em estudos filogenéticos e taxonémicos, além de
determinar se uma cepa é monoclonal ou policlonal (Macedo et al., 2001).

Com a identificagdo de marcadores do DNA nuclear com baixas taxas
evolutivas, tais como o dominio divergente do gene de RNA ribossémico (rRNA) 24Sa
e a regido intergénica dos genes de mini-exon, estruturaram o consenso sobre a
existéncia de principais linhagens filogenéticas dentro da espécie de T. cruzi. Souto et
al., (1996) constataram um dimorfismo no produto amplificado do dominio divergente
do gene de rRNA 24Sa do T. cruzi, permitindo a classificagdo das cepas em trés grupos,

sendo os dois primeiros os principais, onde no grupo 1 foi observado um produto de 125
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pb e no grupo 2 um produto amplificado de 110 pb e no 3° grupo onde os produtos
amplificaram as bandas de 110 e 125 pb, esse ultimo grupo foi denominado de grupo Y.

Na dltima década as populagdes de T. cruzi puderam ser classificadas em dois
grandes grupos com caracteristicas genéticas, bioldgicas e epidemioldgicas bem
distintas, denominado de TCI e o TCIl onde no primeiro grupo estdo cepas pouco
infectantes para as células hospedeiras e induzem baixa parasitemia, pois expressam a
glicoproteina (gp90) que esta relacionada com a inibicdo da mobilizagdo do calcio
requerido para a invasdo das células. As pertencentes ao segundo grupo séo altamente
infectivas para o hospedeiro vertebrado e ndo expressam a gp90 (Ruiz et al., 1998).

Anélises do DNA do T. cruzi mostraram que o TCI consiste de um Unico grupo
relativamente homogéneo, ao contrario do TCIlI que pode ser dividido em cinco
subgrupos (TClla, TCllb, TClIc, TCIld e TClle), apresentando o TClla TCllb e TCllc
com linhagens filogenéticas distintas e duas linhagens hibridas o TCIIld e TClle, que
tem haplotipos separados dos subgrupos TClIb e TCllc (Brisse et al., 2001; Gaunt et
al., 2003; Burgos et al., 2007).

A RAPD (random amplified polymorphic DNA) é uma técnica que utiliza curtos
iniciadores de sequéncia aleatéria que amplificam fragmentos de DNA de tamanho e
intensidade variaveis, gerando perfis complexos de bandas que podem ser especificos
para cada cepa. Tibayrenc et al., (1993), demonstraram uma forte correlagcdo entre os
perfis genéticos obtidos do T. cruzi pela técnica de RAPD e zimodemas. Uma anélise
comparativa dos perfis de RAPD com dois isolados de T. cruzi obtidos de pacientes
com doenca de Chagas em diferentes periodos mostraram padrdes varidveis, sugerindo
populacdes de parasitas policlonais e monoclonais (D’ Avila et al., 2006).

O kDNA (organela citoplasmatica que representa de 10 a 20% do DNA total do
T. cruzi) esta estruturalmente organizado em uma rede complexa de moléculas
circulares formando os maxicirculos e os minicirculos. Os minicirculos representam
95% do DNA total (Simpson & Silva 1971). As seqliéncias de nucleotideos da regido
variavel dos minicirculos sdo muito heterogéneas, tanto ao nivel intra-especifico como
interespecifico (Sturm & Simpson 1990). Os minicirculos do KDNA apresentam muitas
copias por célula, devido a isso eles sdo comumente usados como alvos na detec¢do do
parasito.

A técnica de RFLP (restriction fragment length polymorphism) foi prontamente
utilizada para a caracterizacdo do KDNA dos minicirculos do T. cruzi a partir da

digestdo do KDNA do parasito por enzimas de restricdo estabelecendo grupos altamente
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heterogéneos denominados esquizodemas (Morel et al., 1980, 1984). A obtencdo dos
esquizodemas a partir da restricdo de fragmentos contendo a regido variavel do
minicirculo de 330 pb amplificados por Polymerase Chain Reaction (PCR) estabeleceu
perfis mais complexos exigindo uma menor quantidade de parasitos para o estudo de
caracterizacdo de cepas e clones (Avila et al., 1990).

Outra técnica utilizada para caracterizar a regido hipervariavel do minicirculo do
T. cruzi € a LSSP-PCR (low-stringency specifc primer-PCR) que consiste em submeter
um fragmento de DNA previamente amplificado a uma segunda racdo de amplificacgéo,
utilizando um dnico iniciador geralmente especifico para uma das extremidades do
fragmento analisado sob condigOes de estringéncia excessivamente baixas. Pelo fato da
reacdo de LSSP-PCR ocorrer em condic¢des de baixa extringéncia e especificidade, a
presenca de qualquer DNA contaminante impede a reprodutibilidade da técnica (Pena et
al., 1994; Barreto et al., 1996; Vago et al., 1996).

Esses fatores permitem a ligagdo do iniciador a regido de exata
complementaridade e sua interacdo a multiplos sitios presentes no interior do fragmento
analisado de maneira seqiiéncia-dependente. E possivel identificar assim, polimorfismos
a partir da PCR de fragmentos purificados de KDNA possibilitando a diferenciacdo das
populacbes do T. cruzi com alto grau de resolucdo em material biolégico mesmo com
pequeno numero de parasitos. Quando os produtos da reacdo de LSSP-PCR sdo
separados por eletroforese, um perfil composto por multiplas bandas é gerado, o qual
reflete a sequéncia de nucleotideos do DNA utilizado como molde, e que constitui, em
conseqiiéncia, a sua “assinatura génica” (Vago et al., 1996a, 1996b).

Vago et al., (1996) estudaram por meio da LSSP-PCR tecidos de animais
infectados pelo T. cruzi tanto da fase aguda quanto de fase crbnica e notaram uma
concordancia entre os perfis obtidos da cultura de parasitos com isolados no tecido,
demonstrando a sensibilidade e especificidade da técnica. Andrade et al., (1999)
também utilizando a mesma técnica avaliaram camundongos BALB/c simultaneamente
inoculados com duas diferentes cepas de T. cruzi e verificaram que 0S animais
infectados com as duas cepas, mesmo ao atingir a fase crbnica, ndo apresentaram
mudancas nos perfis genéticos das cepas parentais. Esse achado demonstra a
importancia da tecnica para a analise de popula¢ées. Em 2000, Vago et al., analisaram
pacientes infectados pelo T. cruzi na fase cronica com cardiomiopatia e esofagopatia e

detectaram perfis genéticos distintos utilizando a técnica de LSSP-PCR.
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Meija & Triana (2005), infectaram camundongos com duas cepas de origem
colombiana de T. cruzi e detectaram a presenca das duas linhagens de T. cruzi por meio
da LSSP-PCR, bem como o carater multiclonal das cepas trabalhadas.

Salazar et al., (2006), utilizaram a LSSS-PCR, a fim de determinar a relacao
genética entre as amostras de T. cruzi isoladas de diferentes origens geograficas,
espécies vetoras e hospedeiro e mostraram a correlacdo de muitos isolados com suas

respectivas origens geograficas.
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3-OBJETIVOS

Com o intuito de estudar os Trypanosoma cruzi, esse trabalho teve por

objetivos:

v’ Caracterizar as cepas de Trypanosoma cruzi isoladas de Triatoma vitticeps no
Municipio de Santa Maria Madalena, Estado do Rio de Janeiro utilizando diferentes
marcadores moleculares;

v" Analisar a variabilidade genética destas cepas silvestres;

v" Avaliar a distribui¢do dos isolados de T. cruzi dentro de uma mesma area e entre as
diferentes areas de captura na localidade.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Procedéncia dos parasitas

Os isolados estudados sdo provenientes de especimes de Triatoma vitticeps
coletados na localidade de Triunfo cuja latitude é de 22° 02* 52°”’S e longitude de 41°
56, 32> W, no Municipio de Santa Maria Madalena como também Municipio de
Conceicao de Macabu, ambos do Estado do Rio de Janeiro. Foram isoladas de Triatoma
vitticeps cerca de 119 amostras de Trypanosoma cruzi, intituladas SMM, em areas
denominadas A, B, C, D, E e F por (Gongalves et al., 1998) (Figuras 8 e 9). Neste
estudo foram utilizadas um total de quatorze amostras, cinco delas (SMM10, SMM51,
SMM57, SMM88 e SMM98) isoladas dos triatomineos capturados na area A (Figura
10), area desmatada para dar lugar ao cultivo de banana, estando localizada a 250m de
altitude e afastada 3.5km do povoado, sete amostras (SMM9, SMM 30, SMM34,
SMM36, SMM39, SMM82 e SMM89) da area B (Figura 11), situada em um vale com
vegetacdo preservada achando-se a 130m de altitude e distante 4 km do povoado. Estas
duas areas distam 2 km entre si sendo separadas por &rea montanhosa, com altitudes
entre 400 a 900m, pertencentes a localidade de Triunfo, Municipio de Santa Maria
Madalena e ma amostra (SMM106) da area D, uma area preservada com uma distancia
de 10km da éarea C. A amostra (SMM1) é proveniente de triatomineo capturado no
povoado de Vista Alegre, do municipio vizinho de Conceicdo de Macabu, sendo

denominada area F (Figura 8).
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Oceano Atlantico
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Figura 8: Mapa dos locais de coleta (Distribuigdo geogréfica de Triatoma vitticeps).
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Figura 9: Vista geral da localidade de Triunfo, localizada no municipio de Santa Maria
Madalena- RJ.

Créditos: Teresa Cristina M. Goncalves
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Figura 10: Vista geral da area A. Créditos: Teresa Cristina M. Gongalves

Figura 11: Vista geral da area B. Créditos: Teresa Cristina M. Gongalves
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4.2 - Cultivo dos isolados

As amostras eram retiradas do nitrogénio liquido, e a partir dai crescidas e
mantidas em tubos de ensaio com tampa rosqueavel contendo meio NNN (NOVY &
MACNEAL 1904, NICOLE 1908) acrescido de LIT (Liver Infusion Tryptose)
(CAMARGO 1964), como fase liquida, suplementado de 30% de soro fetal bovino. Os
tubos permaneceram incubados em estufa do tipo BOD (FANEM) a 27,3°C, repicadas
periodicamente a intervalos de 14 dias, para manutencdo das amostras.

Em todos os experimentos foram utilizados DNAs de cepas de T cruzi, DM28C
(TCI), CL (TCIHI) e 3663 (Z3) e uma cepa de Trypanosoma rangeli (R1625) como

controle.

4.3 — Extracdo de DNA

Foi utilizado um protocolo baseado no kit comercial para extracdo de DNA
(DNAZzol Invitrogen Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), (Gibco). Em resumo,
culturas de T. Cruzi (10mL) na fase exponencial de crescimento em meio LIT foram
lavadas trés vezes por centrifugacdo em PBS a 2.000 rpm por 10 minutos. ApOs
retirada do sobrenadante, ao pellet foi adicionado 1mL de DNAzol , homogeinizando
com a pipeta e centrifugando a 8900 rpm durante 10 minutos. Em seguida foi tranferido
0 sobrenadante para tubos novos, adicionando-se 500u| de etanol absoluto para
precipitar o DNA, centrifugsndo a 14.000 rpm por 10 minutos. Apo6s desprezar o
sobrenadante, foi lavado com 1 mL de etanol 75%, centrifugando a 14.000 rpm por 10
minutos. Por fim, desprezou-se o sobrenadante, deixando os tubos secando.

Apds secagem dos tubos, foi adicionado 20ul de H,O milli-Q estéril em cada

amostra.
4.4 — Quantificacdo de DNA

No sentido de estimar a concentragdo de DNA (Moore et al., 1997), cada
amostra extraida (5 pl) é diluida (1:100) em H20 milli-Q estéril, num tubo conico de

1,5 ml (tipo EPPENDORF), submetida a agitagdo (RETSCH MIXER) para

homogeneizacdo da solucdo, sendo depois colocada em cuvette de quartzo e submetida
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a leitura da densidade oOptica a 260 nm (D0260), para avaliar a quantidade de DNA,
num quantificador automatico GeneQuant 1l (RNA/DNA CALCULATOR,
AMERSHAM BIOSCIENCES). O quociente entre DO260 e DO280 deve situar-se
entre 1,5 e 2, para se considerar que estamos perante uma amostra de DNA com pureza
adequada para andlise posterior. A concentracdo de DNA total foi estimada, de acordo
com a Equacéo 1, tendo em conta que uma unidade de DO corresponde & concentragdo
de 0,050 ug/ul de DNA de dupla cadeia (dAsSDNA) (Moore et al., 1997).

4.5 — Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

4.5.1 — Variabilidade da regido intergénica do gene de Mini-Exon

A variabilidade da regido intergénica do gene do mini-exon das amostras foi
estudada através da técnica do PCR Multiplex, utilizando-se os iniciadores Tcl, Tcll,
Z3, TR e ME (Fernandes et al.,, 2001). Estes iniciadores geram um produto de
amplificacdo de 250 pb (Tcll), 200 pb (Tcl), 150 pb (Z3) e 100 pb (T. rangeli). A reagéo
foi realizada em um volume final para cada amostra de 50 pl contendo 1l de DNA
molde, 0,3 pl de Tag Gold DNA polimerase, 5 pl de dNTPs, 6 pl de MgCl,, 5 ul de
tampéo (Tris-HCI 10mM pH 8,5), 1 pl de cada iniciador (Tcl, Tcll, Z3, Tr e ME),
completando o volume final com agua MiliQ. A amplificacdo do fragmento foi
realizada nas seguintes condicGes de temperatura: desnaturacdo inicial a 94°C/5min,
seguido de 5 ciclos (94°C/1min, 50°C/1min para ligacdo dos iniciadores, 72°C/1min
para extensdo), seguido de 25 ciclos (94°C/30seg, 55°C/30seg, 72°C/30seg) e uma
extensdo final a 72°C/5min. Os produtos de amplificacdo foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1,5%, submetidos a coloracdo por Brometo de etideo.

4.5.2 — Variabilidade do segmento do gene do RNA ribossomal (24Sa)

O estudo do segmento do gene do RNA ribossomal (DNAr24Sa) de T. cruzi foi
realizado atraves dos iniciadores D71 e D72 (Souto et al., 1996). Estes iniciadores
geram um produto de amplificagcdo de 110 pb para Tcl e 125 pb para Tcll. A reacdo foi
realizada em um volume final de 50 pl contendo 1 pul de DNA molde, 0,3 pl de Taq
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DNA polimeras, 5 ul de dNTPs, 5 pl de tampéo (Tris-HCI pH 8,5), 6 pl de MgCly,
completando o volume final com &gua MilliQ. A amplificacdo do gragmento foi
realizada nas seguintes condicdes de temperatura: desnaturacdo inicial a 94°C/ 4min
seguido de 30 ciclos (94°C/1min, 62,5°C/1min para ligacdo dos iniciadores, 72°C/1min
para extensdo), sequido de uma extenséo final a 72°C/5min. A visualiza¢do do produto
da amplificacédo foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5%. Os géis
foram revelados por impregnacdo por prata (DNA Silver Staining Kit/Amersham

Biosciences).

4.5.3 - MSH2

O estudo para verificar possiveis caracteres hibridos entre as cepas analisadas,
foi feito baseado em uma analise de polimorfismos no gene MSH2 com a digestdo do
produto de amplificacdo de uma regido desse gene com a enzima de restricdo Hhal
(Haemophilus haemolyticus).

Primers especificos tmuts30 e tmuts4l foram usados para amplificar o
fragmento de 875bp utilizados na andlise. 10 ng de DNA foram utilizados em cada
reacdo de PCR nas seguintes condicBGes: Desnaturacdo por 30 segundos a 94°,
anelamento do primer por 1 minuto a 55° e extensdo do primer por 2 minutos a 72°,
por um total de 30 ciclos. O fragmento TcMSH2 obtidos por PCR como descrito acima
foi submetido a digestdo com a enzima de restricdo Hhal (Haemophilus haemolyticus)
(5 GCG'C3’) por 16hs a 37°C. Os produtos de digestdo foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5%. Os géis foram revelados por impregnacéo

por prata (DNA Silver Staining Kit/Amersham Biosciences).

4.5.4 - F#30

Para amplificacdo do DNA das amostras a reacdo foi realizada com um volume
final de 50 pl, onde primers especificos F30 F e F30 R foram utilizados para amplificar
os fragmentos com aproximadamente 500pb. A amplificacdo do fragmento foi realizada
nas seguintes condic¢des de temperatura: desnaturacdo inicial a 95°C/ 5min seguido de
30 ciclos (95°C/30”, 65°C/30” para ligagdo dos iniciadores, 72°C/45” para extensdo).
Em seguida, foi feito digestdo dos fragmentos amplificados com enzimas de digestéo a
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37°C por 16 hs, tais como, Rsal (Rhodopseudomonas sphaeroides) GT*AC que
apresenta sitio de restricdo caracteristico da linhagem Tcl gerando bandas de 200 e
300pb, ndo tendo sitios de restricdo para Tcll e ZIll e Mspl ( Moraxella sp) C'*CGG
com sitios de restricdo caracteristicos da linhagem Tcll e ZIIl gerando bandas de ~ 400
e 100 pb para ambos, ndo apresentando sitio de restricdo para o padréo Tcl. Os produtos
de digestdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, submetidos a
coloracdo por Brometo de etideo.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Variabilidade da regiéo intergénica do gene de Mini-Exon

Aproximadamente 50ng de DNA gendmico obtidos dos isolados silvestres de
Triatoma vitticeps (SMM1, SMM9, SMM10, SMM30, SMM34, SMM36, SMM39,
SMM51, SMM57, SMM82, SMM88, SMM89, SMM98 e SMM106), foram submetidos
a amplificacdo do segmento do espacador nao-transcrito do gene de mini-exon de T.
cruzi. Foram utilizados como controles o DNA gendmico das cepas Dm28c
(caracterizada como T. cruzi I), CL Brener (caracterizada como T. cruzi ), 3663
(pertencente ao ZI1l) e cepa R1625 de Trypanossoma rangeli. Esta tipagem foi realizada
em varios momentos diferentes do desenvolvimento desta tese, a fim de confirmar os
resultados obtidos.

Todas os 14 isolados de T. cruzi analisadas apresentaram a banda de 150 pb
caracteristica do zimodema Il (Figura 12). Ainda na mesma analise todos apresentaram
também bandas com uma menor intensidade de ~ 250pb caracteristico do grupo Tcll,

sugerindo a presenca de possiveis misturas nos isolados.

42
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Figura 12: Caracterizagdo molecular dos isolados de T. cruzi através da analise do
segmento do espacador ndo-transcrito do gene de mini-exon por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e corado em brometo de etideo. MM — Marcador molecular (100pb),
amostra controle de T. cruzi | (Dm 28c), amostra controle de T. cruzi 1l (CL Brener),
amostra controle de ZIIlI, amostra controle de T. rangeli, 1 — SMM1, 2 - SMM9, 3 -
SMM10, 4 - SMM30, 5 - SMM34, 6 - SMM36, 7 - SMM39. MM — Marcador
molecular (100pb), amostra controle de T. cruzi | (Dm 28c), amostra controle de T.
cruzi Il (CL Brener), amostra controle de ZIIl, amostra controle de T. rangeli, 8 -
SMMS51, 9 - SMM57, 10 - SMM82, 11 - SMM88, 12 - SMM89, 13 - SMM98, 14 -
SMM106 e 15 — controle negativo.
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5.2 - Variabilidade do segmento do gene do RNA ribossomal (24Sa)

A amplificagdo por PCR do gene do RNA ribossomal (24Sa) através dos
iniciadores D71 e D72 dos isolados silvestres de T. cruzi de Triatoma vitticeps (SMML1,
SMM9, SMM10, SMM30, SMM34, SMM36, SMM39, SMM51, SMM57, SMM82,
SMM88, SMM89, SMM98 e SMML106), resultou em fragmentos de 125pb
caracteristica da linhagem Tcll (Figura 13). Foram utilizados como controles cepas

Dm28c (caracterizada como T. cruzi I) e CL Brener (caracterizada como T. cruzi I1).

SMM57
T.cruzil
T.cruzi 1l
SMM1
SMM9
SMM10
SMM30
SMM34
SMM36
SMM51
SMM88
SMM82
SMM39
SMM89

S
[e0}

2 s
z 3

Figura 13: Gel de poliacrilamida a 7,5% corado pela prata, representativo de isolados
silvestres de T. cruzi isoladas de Triatoma vitticeps através do PCR do gene de
DNAr24Sa. MM = Marcador molecular (100pb), SMM57, amostra controle de T. cruzi
| (Dm 28c), amostra controle de T. cruzi Il (CL Brener), 1 - SMM1, 2 - SMM9, 3 -
SMM10, 4 - SMM30, 5 - SMM34, 6 - SMM36, 7 — SMM51, 8 - SMM88, 9 - SMM82,
10 - SMM39, 11 - SMM89, 12 - SMM98 e 13 - SMM106.

5.3 - Gene MSH2

Para verificar possiveis caracteres hibridos entre as cepas analisadas (SMML1,
SMM9, SMM10, SMM30, SMM34, SMM36, SMM39, SMM51, SMM57, SMM82,
SMM88, SMM89, SMM98 e SMM106), foi feito PCR baseado em uma analise de

polimorfismos no gene MSH2 com a digestdo do produto de amplificacdo de uma
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regido desse gene com a enzima de restricdo Hhal (Haemophilus haemolyticus).
Primers especificos tmuts30 e tmuts41 foram usados para amplificar o fragmento de
875bp. Os produtos de digestdo com a enzima de restricdo Hhal (Haemophilus
haemolyticus), resultou em fragmentos de 173pb, 207pb e 294pb (Figura 14) para cada
isolado, o que indica um padrdo caracteristico para a linhagem Tc Il, demonstrando

entdo, que ndo ha hibridos entre nossos isolados.
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300bp
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Figura 14: Gel de poliacrilamida a 7,5% corado pela prata, representativo de isolados
silvestres de T. cruzi isoladas de Triatoma vitticeps através do produto de digestdo pela
enzima de restricdo Hhal (Haemophilus haemolyticus) do gene MSH2. MM -
Marcador molecular (100pb), 1 - SMM1, 2 - SMM9, 3 - SMM10, 4 - SMM30, 5 -
SMM34, 6 - SMM36, 7 - SMM39, 8 - SMM51, 9 - SMM57, 10 - SMM82, 11 -
SMM88, 12 - SMM89, 13 - SMM98 e 14 - SMM106.

45



Resultados

5.4 — Gene F#30

Apos amplificagdo do DNA das amostras utilizando os primers especificos F30
F e F30 R para amplificar os fragmentos com aproximadamente 500pb, foi feito
digestdo dos fragmentos amplificados com enzimas de digestdo, tais como, Rsal
(Rhodopseudomonas sphaeroides) GT*AC, Mspl ( Moraxella sp) C'CGG e Eco RI
(Escherichia coli) GYAATTC a 37°C por 16 hs.

Na digestdo com a enzima Rsal foi observado que ndo houve corte nos
fragmentos dos isolados, demonstrando bandas com 500pb para todos os isolados
analisados, com excecdo da SMM1 que ndo amplificou (Figura 15). A digestdo com a
enzima Mspl, gerou fragmentos de ~400 e 100pb para as amostras SMM9, SMM10,
SMM30, SMM34 e SMM36 demonstrando um perfil mais caracteristico da linhagem
Tcll e/ou ZIll. As amostras SMM39, SMM51, SMM57, SMM82, SMM88, SMM89,
SMM098 e SMM106, ndo apresentaram sitios de restricdo com esta enzima, gerando
bandas de 500pb (Figura 16). Repetimos o procedimento mais duas vezes, obtendo o
mesmo resultado, porém precisamos repetir mais algumas vezes para confirmar esse

resultado.
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Figura 15 - Gel de agarose a 1,5% corado em brometo de etideo da digestdo dos
fragmentos amplificados do PCR de F30 com a enzimas de digestdo Rsal. MM —
Marcador molecular (100pb), amostra controle de T. cruzi | (Dm 28c), amostra controle
de T. cruzi 1l (CL Brener), amostra controle de ZIIl, 1 - SMM9, 2 - SMM10, 3 -
SMM30, 4 - SMM34, 5 - SMM36. Marcador molecular (100pb), 6 - SMM39, 7 -
SMM51, 8 - SMM57, 9 - SMM82, 10 - SMM88, 11 - SMM89, 12 - SMM98 e 13 -
SMM106.
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Figura 16 - Gel de agarose a 1,5% corado em brometo de etideo da digestdo dos
fragmentos amplificados do PCR de F30 com a enzimas de digestdo Mspl. MM —
Marcador molecular (100pb), amostra controle de T. cruzi | (Dm 28c), amostra controle
de T. cruzi Il (CL Brener), amostra controle de ZIll, 1 - SMM9, 2 - SMM10, 3 -
SMM30, 4 - SMM34, 5 - SMM36. Marcador molecular (100pb), 6 - SMM39, 7 -
SMM51, 8 - SMM57, 9 - SMM82, 10 - SMM88, 11 - SMM89, 12 - SMM98 e 13 -
SMM106.



Resultados

A tabela 1 mostra os resultados gerais obtidos neste trabalho atraves da

Mini- 24Sa F30 F30 MSH2
Areas Exon (Enzima (Enzima
Rsal) Mspl)
SMM1 F Z3eTcll Tcll NA NA NA
SMM9 B Z3eTcll Tcll Tcll Tcll e/ou Tcll
Z3
SMM10 A Z3e Tcll Tcll Tcll Tcll e/ou Tcll
Z3
SMM30 B Z3eTcll Tcll Tcll Tcll e/ou Tcll
Z3
SMM34 B Z3eTcll Tcll Tcll Tcll e/ou Tcll
Z3
SMM36 B Z3e Tcll Tcll Tcll Tcll e/ou Tcll
Z3
SMM39 B Z3eTcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM51 A Z3e Tcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM57 A Z3eTcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM82 B Z3e Tcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM88 A Z3eTcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM89 B Z3eTcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM98 A Z3e Tcll Tcll Tcll NA Tcll
SMM106 D Z3eTcll Tcll Tcll NA Tcll

caracterizagdo molecular por diversos marcadores dos isolados de T. cruzi.

* NA = Ndo Amplificado

Tabela 1: Caracterizagdo molecular por diversos marcadores de Trypanosoma cruzi
isolados de Triatoma vitticeps capturados no estado do Rio de Janeiro.
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6 — DISCUSSAO

Muitos estudos foram realizados para a caracterizacdo de isolados de
Trypanosoma cruzi obtidos a partir de casos humanos, reservatorios silvestres e
triatomineos principalmente em paises da America Latina, evidenciando a
heterogeneidade desta espécie (Mello et al., 1980, Gonzales et al., 1995, Martinez-Diaz
et al., 2001, Pacheco et al., 2005, Sanchez-Guillen 2006, Silva 2006, Cardinal et al.,
2008). Esses estudos contribuem para o entendimento de aspectos epidemioldgicos e
clinicos da doenca de Chagas. Carlos Chagas em 1909, na sua descoberta ja descrevia a
diversidade morfoldgica do parasito sugerindo uma hipdtese de que a dualidade
morfol6gica encontrada poderia estar relacionada a diferenciacdo sexual.

Através de técnicas de biologia molecular (Morel 1986, Avila et al., 1990,
Mormori 1992, Tibayrenc et al., 1993, Steindel et al., 1993, Macedo et al., 1992, Vago
et al., 1996, Souto et al., 1996, Zingales et al., 1998, Fernandes et al., 1998a), foi
possivel evidenciar um claro dimorfismo entre os isolados de Trypanosoma cruzi,
levando ao agrupamento das amostras de T. cruzi em duas grandes linhagens
filogenéticas: T. cruzi | e T. cruzi Il. Entretanto, em estudos anteriores utilizando analise
de isoenzimas, as amostras de T. cruzi eram agrupadas em zimodemas e relacionavam-
se trés diferentes grupos isoenzimaticos encontrados com o perfil epidemiolégico dos
isolados. Dessa forma, os zimodemas | (Z1) e Il (Z3) estariam relacionados ao ciclo
silvestre do parasito e o zimodema Il (Z2) ao ciclo doméstico (Miles et al., 1978, 1980).
Podem-se relacionar os grupos filogenéticos Tcl e Tcll com os zimodemas: Tcl estaria
relacionado ao Z1 e o Tcll estaria relacionado ao Z2. Porém, a posi¢do de Z3 em
relacdo aos grupos filogenéticos Tcl e Tcll continua controversa e é constantemente
debatida. Alguns autores consideram que Z3 esta mais perto filogeneticamente de Tcl
do que de Tcll (Miles et al., 1981, Fernandes et al., 1998b, Branddo & Fernandes
2006), enquanto outros autores consideram o contrario (Barnabé et al., 2000, Brisse et
al., 2000, Machado a Ayala 2001, Toma 2005). No entanto, outros autores tém incluido
Z3 em uma posic¢do intermediaria entre Z1 e Z2 (Stothard et al., 1998).

A distribuicio geografica e as consideragdes epidemiologicas, tais como: fontes
naturais de infeccdo, vetores e reservatorios, foram estudadas sugerindo-se diversas

associacOes (Miles et al., 2005, Yeo et al., 2005). T. cruzi I, parece estar associado a

50



Discussao

marsupiais americanos (Didelphis spp) e T. cruzi Il se encontra associado a tatu em
areas do Cone-sul na América.

No presente estudo, amostras de Trypanosoma cruzi isoladas de Triatoma
vitticeps provenientes de areas A (SMM 10, 51, 57, 88 e 98), B (SMM 9, 30, 34, 36,
39, 82 e 89) e D (SMM106) do municipio de Santa Maria Madalena, estado do Rio de
Janeiro, e uma proveniente de triatomineo capturado no povoado de Vista Alegre, do
municipio vizinho de Conceicdo de Macabu, sendo denominada &rea F (SMM1), foram
analisadas por varios marcadores moleculares, demonstrando uma grande
heterogeneidade. Os 14 isolados analisados para a variabilidade da regido intergénica do
gene de Mini-Exon apresentaram um perfil de bandas com 150 pb caracteristica de
zimodema Il e bandas com uma menor intensidade com ~ 250pb, indicando também
um perfil para Tcll. A amplificagdo por PCR do gene do RNA ribossomal (24Sa)
através dos iniciadores D71 e D72, resultou em fragmentos de 125pb demonstrando
uma caracteristica da linhagem Tcll. . Para verificar possiveis caracteres hibridos entre
as cepas analisadas foi feito PCR com Primers especificos tmuts30 e tmuts41 baseado
em uma andlise de polimorfismos no gene MSH2 com a digestdo do produto de
amplificacdo de uma regido desse gene com a enzima de restricdo Hhal (Haemophilus
haemolyticus), que resultou em fragmentos de 173pb, 207pb e 294pb para cada isolado,
0 que indicou também um padréo caracteristico para a linhagem Tc Il, demonstrando
entdo, que nao ha hibridos entre estes isolados.

Nossos resultados corroboram a hipétese de que os isolado de T. cruzi podem ser
produto de uma mistura de populagcfes de parasitos uma vez que o0 vetor no ambiente
silvestre pode se alimentar de varios hospedeiros vertebrados. Esta complexidade foi
demonstrada por Fernandes et al. (1999) em um estudo no estado do Rio de Janeiro que
mostrou a associacdo de duas linhagens de T. cruzi (Tcl e Tcll) com diferentes
hospedeiros silvestres.

Evidéncias indicam que diferentes populagdes do T. cruzi podem circular na
natureza através de ciclos independentes de transmissdo, e que estes podem, em
determinadas condicOes, se sobepor. Nestes casos de superposi¢do de ciclos, deve-se
admitir que eventualmente diferentes populagdes, que se mantinham isoladas, passem a
interagir no mesmo vetor e/ou hospedeiro. Mas, embora exista essa possibilidade, pouco
se sabe a respeito destes mecanismos entre diferentes popupalgoes do T. cruzi quando
entram em simpatria. A notoria capacidade do T. cruzi de infectar diversas espécies

implica em adaptacbes do parasita para viver nos mais variados microhabitats, que
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incluem os diferentes segmentos do trato intestinal do inseto (Dias, 1934; Schaub,
1989), células nucleadas de mamiferos incluindo macréfagos (Nogueira & Cohn 1976),
0 sangue e também a secrecdo das glandulas de cheiro de alguns marsupiais (Steindel e
Cols, 1988; Deane e Cols, 1988). Alguns destes microhabitats sdo aparentemente hostis
para o desenvolvimento do parasita (Garcia e Azambuja, 1991).

A interagdo T. cruzi-vetor continua sendo um ponto a ser profundamente
discutido. A heterogeneidade deste parasita, levou Coura (1966) a propor que o taxon T.
cruzi fosse referido como “complexo cruzi”. Sabe-se que o T. cruzi, por ser um parasita
de grande variabilidade genética, é também um excelente modelo para se estudar
aspectos relativos ao fendmeno parasitismo. Com o surgimento de ferramentas
bioquimicas e moleculares de caracterizacdo de parasitas, foi possivel avaliar de
maneira mais aprofundada a heterogeneidade intraespecifica deste parasita. A analise de
isolados do T. cruzi derivados de humanos, animais silvestres e vetores de diferentes
areas geogréaficas em todas as Américas, mostraram que embora apresente uma estrutura
populacional clonal (Tibayrenc & Ayala, 1988; Tibayrenc 1998), o T. cruzi inclui
subpopulacdes extremamente heterogéneas quanto a todos os parametros bioldgicos,
bioquimicos e moleculares testados.

A complexidade do ciclo de transmissdo silvestre do T. cruzi pode ser
comprovada na medida em que observou-se que os ciclos de transmissao independentes
podem ocorrer em um mesmo fragmento de mata (Pinho et al., 2000; Fernandes et al.
1998). Mais ainda, a prevaléncia e o perfil da infeccdo podem ser distintos em uma
mesma espécie em fragmentos de mata de um mesmo bioma. O encontro de primatas
naturalmente infectados com T. cruzi (Tcll) resultou em uma série de hip6teses ainda
ndo comprovadas, entre as quais uma antiga associacao entre Z2/Tcll com primatas ndo
humanos e humanos (Fernandes et al., 1998; 1999). Esta linhagem ja foi descrita em
outros animais, como marsupiais (Didelphis albiventris e Philander opossum) e roedor
(Trichomys apereoides) (Pinho et al., 2000; Herrera et al., 2005). A posicdo filogenética
do Z3, ainda é bastante discutida, ja que possui afinidades com Tcl e Tcll. Sabe-se que
a subpopulacdo de Z3 é endémica na Amazonia (Coura et al., 2002; Mendonga et al.,
2002).

Mendonga et al. (2002), em um estudo na regido Amazonica brasileira,
municipio de Barcelos, estado do Amazonas, isolaram amostras de T. cruzi, a partir
casos humanos, de Panstrongylus geniculatus e de Rhodnius brethesi, que foram

caracterizadas como Z3 por diversos marcadores moleculares (Fernandes et al., 1998b,
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Branddo & Fernandes 2006, Freitas et al., 2006). Estudos sobre a doenca de Chagas na
regido Amazonica tém demonstrado que diversos isolados de T. cruzi séo caracterizados
como Z3, baseado em testes padrdes de isoenzimas (Miles et al., 1978) e através da
tipagem molecular (Fernandes et al., 1998b, 2001).

A taxonomia numérica baseada em 24 perfis isoenzimaticos sugeriu que Z3 €
mais correlacionado com Tcl do que Tcll (Ready & Miles, 1980). Por outro lado,
outros autores tém incluido Z3 em uma posigao intermediria entre os grupos Tcl e Tcll
(Stochanrd et al., 1998). Fernandes et al. (2000) estudando isolados de T cruzi da
Amazonia atraves da caracterizacdo molecular, observou uma grande biodiversidade
deste parasito nesta regido. Suas analises indicaram uma maior correlacdo de Z3 com o
grupo Tcl. J& Brisse et al. (2000), estudando isolados de morcegos da América do Sul,
através de analise de perfis isoenzimaticos e RAPD, correlaionaram Z3 com Tcll.
Mendonca et al. (2002) analisando isolados da Amazdnia ja caracterizados
anteriormente como Z3 atraveés do gene ribossomal 24So. demonstraram que através
deste marcador suas cepas Z3 estariam mais correlacionadas ao grupo Tcll.

Sdo comuns na natureza infeccBes mistas envolvendo parasitas, ou seja, um
mesmo individuo pode encontrar-se infectado por um unico genotipo parasitario ou por
diferentes genétipos de parasitas, concomitantemente. Na natureza encontram-se
comumente infec¢bes mistas de T. cruzi e T. rangeli em hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Ramirez et al., 2002). InfeccBes mistas envolvendo os diferentes
gendtipos de T. cruzi (Tcl e Tcll) também podem ocorrer em hospedeiros naturalmente
infectados, principalmente em regiGes endémicas (Bosseno et al., 1996). Além disso,
vém sendo sugerido que infeccGes mistas geralmente favorecem a sele¢do natural do
parasita de maior viruléncia, podendo aumentar assim a viruléncia da infeccdo (Taylor
et al., 1998; Ebert et al., 2000; Gower & Webster, 2005). Deve-se também considerar
que em determinada infecgdo, seja por um ou mais gendtipos, o hospedeiro € um habitat
que pode ser considerado como fator determinante para a viruléncia (Taylor et al.,
1998).

Em relacdo a dindmica da interacdo interespecifica de parasitas, tem sido cada
vez mais frequente competicdo e ou cooperacdo entre populagdes de parasitas. Um
exemplo de altrurismo em parasitas seria a variacdo antigénica nos tripanosomas
salivarios, onde alguns membros da populacéo séo eliminados permitindo o aumento de
outros (Vickerman, 1994). Um outro exemplo também mencionado por esse mesmo

autor, é a evolucdo de Leishmania no vetor, onde na medida em que uma parte das
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Leishmanias que ndo se diferencia em metaciclicos, aparentemente tem a funcéo de
facilitar a transmissdo das Leishmanias que se diferenciam. Desta forma, a hipo6tese de
que o fendmeno de cooperacdo entre parasitas que infectam um mesmo habitat (um
mesmo hospedeiro) seja mais frequente do que a competicdo, vem também sendo cada
vez mais aceita (Rohde, 1994). Entretanto, é importante observar que qualquer espécie
ou sistema bioldgico pode ser considerado como “filtro bioldgico”, definindo a
composic¢do final da populacdo parasitaria em um dado ecossistema (hospedeiro), que
exercerd efeito modulatorio sobre seus componentes.

Estudos experimentais tém mostrado que infec¢bes mistas por T. cruzi podem ter
um grande impacto sobre as propriedades bioldgicas do parasito no hospedeiro,
enfatizando a importancia de considerar a possivel ocorréncia de infec¢des mistas
naturais em humanos e suas consequéncias sobre os aspectos bioldgicos da doenca de
Chagas (Martins et al., 2006).

Nossos isolados demonstraram de fato uma correlagdo de Z3 com Tcll,
indicando que ha nesta localidade amostras associando-se tanto ao ciclo silvestre,
quanto ao ciclo doméstico, respectivamente, corroborando com a complexidade do ciclo
silvestre da doenca. Estes resultados sugerem que nesta area estudada possa estar
ocorrendo o ciclo de T. cruzi com caracteristicas epidemiologicas propostas por
Zingales et al. (1998), onde ambas as linhagens circulam no habitat silvestre. A
inexisténcia de casos humanos da doenca de Chagas impossibilita, contudo, fazer
qualquer conjectura a respeito das caracteristicas biologicas e histopatologicas que
definem os tipos Tc Il e Z3.

A existéncia de populagdes mistas nos isolados de T. vitticeps pode estar
refletindo a pressdo que estes insetos estdo sofrendo em decorréncia da atuacao
antropdfica, impelindo-os a circular em diferentes nichos ecoldgicos, aumentando a
possibilidade de contrairem a infeccdo de diferentes hospedeiros (Gongalves et al.,
1998).

Gongalves (2000) estudando aspectos ecoldgicos e bioldgicos de Triatoma
vitticeps na localidade de Triunfo, no Estado do Rio de Janeiro, encontrou a incidéncia
de formas adultas e as raras formas jovens achados no domicilio, demonstrando que nao
hé& processo de domicializacdo, confirmando o habito silvestre desta espécie, carater
assinalado também em outros Estados (Silveira et al., 1984; Correa 1986). Resultados
diferentes, contudo, foram obtidos por Dias et al. (1989). Esses autores, capturaram

88.3% de T. vitticeps no domicilio, comentando, porém, que a espécie apresenta baixas
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taxas de colonizacdo e infestacdo domiciliar nos municipios estudados no Espirito
Santo.

De acordo ainda com Gongalves et al. (2000), a espécie Triatoma vitticeps em
Triunfo alimenta-se eventualmente em homem. Porém, nesta localidade, o estudo do
habito alimentar de T. vitticeps demonstrou que ha uma predominancia para o sangue de
tatu. Este estudo revelou ainda que nesta regido ha um ecletismo da espécie para fontes
alimentares, tais como, aves, porcos, cavalos, gambas e roedores. Nossos resultados
junto com essas informacdes nos levam a hipdtese de que estd ocorrendo nessa regiao
uma grande variedade de reservatérios, 0 que requer uma analise mais detalhada deste
aspecto. Apesar da diversidade alimentar observada e da mobilidade espacial desse
inseto 0 que aumentaria as chances de transmissdo da doenca de Chagas, nenhum caso
humano foi registrado na regido, confirmando que esta espécie ndo é um vetor potencial
para 0 homem (Gongalves et al., 1998). Esses autores confirmaram ainda que a infeccao
de triatomineos por T. cruzi estd sendo adquirida fora do domicilio, corroborando os
dados obtidos por Dias et al. (1989).

Os avancos na compreensdo da estrutura da populacdo do T. cruzi indicam que
existe uma necessidade de rever a nomeclatura de cepas de T. cruzi.

Nos 10 anos que se seguiram a uma reunido realizada por alguns pesquisadores,
a comunidade cientifica tem avancado no conhecimento da diversidade de T. cruzi. A
genotipagem de multilocus revelou seis DTUs distintas, que se partem em duas
subdivisdes principais, denominados DTU I e Il. DTUs sao definidos como conjunto de
acOes que sdo geneticamente mais relacionados entre si do que para qualquer outro
material e que sdo identificAveis por marcadores genéticos comuns, imunol6gicos ou
moleculares (Tibayrenc, 2003). T. cruzi DTU Il foi dividido ainda em cinco DTUs, II-E
(Brisse et al., 2000, 2001), com base em informacfes filogenéticas congruente de
MLEE e marcadores RAPD. DTUs | e Ilb correspondem, respectivamente, para T.
cruzi | e T. cruzi Il, grupos recomendados pelo comité de especialistas em 1999.
Estudos recentes indicam que quatro subdivisdes surgiram dentro DTU (Herrera et al.,
2007), embora estes ndo tenham sido integrados a revisao da nomenclatura.

Embora tenha sido proposto inicialmente que a grande variabilidade genética do
T. cruzi seja resultado da evolucdo clonal predominante (Tibayrenc et al., 1986),
existem provas crescentes de que a troca genética entre os parasitas tem contribuido
para a presente estrutura da populacdo (Sturm & Campbell 2009). Esta foi primeiro

documentada pela existéncia de organismos hibridos em populagdes silvestres e
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simpatricas de amostras clinicas de T. cruzi e, posteriormente, experimentalmente
(Gaunt et al., 2003). A visdo predominante é de que DTU | e DTU IIb sdo linhagens
antigas e que DTU Ild e DTU lle sdo os produtos de no minimo dois eventos de
hibridacdo (Westenberger et al., 2005, Freitas et al., 2006, Tomazi et al., 2009) . A
evolucdo das cepas DTU lla e DTU Illc ndo é suficientemente compreendida no
momento, embora estes DTUs também possam ter uma origem hibrida (Sturm et al.,
2003, Westenberger et al., 2005). Com base em andlises do DNA mitocondrial e
microssatélites, DTU llc pode representar uma terceira linhagem ancestral, que foi
nomeada T. cruzi Il (Freitas et al., 2006).

Uma segunda Reunido foi realizada em Buzios, Brasil, em 23 de agosto de 2009,
onde ocorreu o XIIl Congresso Internacional de Protistology, a XXV Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Protozoologia e da XXXVI Reunido Anual de Pesquisa Béasica
em Doenca de Chagas. Por consenso, o comité de especialistas reconheceu que a
nomeclatura das cepas do T. cruzi deve ser modificada e classificadas em seis DTUs: T.
cruzi 1-V1.

Justificativa detalhada e as implicacdes destas decisdes serdo apresentadas em
uma publicacdo futura, segundo os especialistas. Portanto, tal classificacdo ainda nao
estd sendo totalmente considerada pela comunidade cientifica, que esta aguardando

mais informagdes. Sendo assim, ndo utilizamos tal classificagdo em nossos isolados.
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7 — CONCLUSOES

v A anélise baseada no gene de Mini-Exon de todas as 14 amostras de Trypanosoma
cruzi isoladas de Triatoma vitticeps no Municipio de Santa Maria Madalena, Estado do

Rio de Janeiro, revelou que estas pertencem ao Zimodema IlI;

v’ Andlise baseada no gene do RNA ribossomal (24Sa) e no gene MSH2 resultou em

fragmentos caracteristicos da linhagem TCIlI;

v" Andlise baseada no fragmento F30 demonstrou um perfil caracteristico da linhagem
Tcll e/ou ZIII;

v" Os isolados de T. cruzi podem ser produto de uma mistura de populacdes de parasitos
uma vez que o vetor no ambiente silvestre pode se alimentar de varios hospedeiros

vertebrados.

v" A existéncia de populaces mistas nos isolados de T. vitticeps pode estar refletindo a
pressdao que estes insetos estdo sofrendo em decorréncia da atuacdo antropofica,
impelindo-os a circular em diferentes nichos ecoldlicos, aumentando a possibilidade de

contrairem a infeccdo de diferentes hospedeiros.

v" Nossos isolados demonstraram uma correlagdo de Z3 com Tcll, indicando que ha nesta
localidade amostras associando-se tanto ao ciclo silvestre, quanto ao ciclo doméstico,

respectivamente, corroborando com a complexidade do ciclo silvestre da doenca.
v" Os resultados sugerem que nesta area estudada possa estar ocorrendo o ciclo de T. cruzi

com caracteristicas epidemioldgicas propostas ja por Zingales et al. (1998), onde ambas

as linhagens circulam no habitat silvestre.
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